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Résumé

L’expression du gène de la pro-opiomélanocortine (POMC) caractérise deux types
de cellules hypophysaires; les mélanotropes de l’hypophyse intermédiaire et les
corticotropes de l’hypophyse antérieure. Au niveau de ces dernières, la transcription de
POMC est assujettie à un étroit contrôle rnultihonyional qui assure une réponse adéquate
au stress. En effet, l’expression de POMC est activée par de l’hormone hypothalamique
CRH et elle est réprimée par les glucocorticoïdes qui exercent ainsi une rétroaction
négative sur l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

Les études du promoteur de POMC ont identifié une séquence, nommée NurRE,
capable de médier l’activation transcriptionnelle en réponse au CRH. Le NurRE est une
cible pour des homodimères du facteur de transcription NGFI-B, un membre orphelin de
la superfamille des récepteurs nucléaires, qui est également capable d’activer la
transcription sous forme de monomère via un élément nommé NBRE. Nurri et NOR- I
sont des facteurs apparentés à NGFI-B et ces trois réceptetirs forment la famille Nur. Le
NurRE s’est avéré une cible beaucoup pius sensible que le NBRE aux facteurs Nur, Nurri
et NOR-l activant toutefois moins que NGFI-B, ce qui colTèle avec leurs capacités
moindres à former des homodimères sur le NurRE. J’ai également démontré que les
facteurs Nur forment des hétérodirnères qui activent la transcription du NurRE plus
fortement que les homodimères des facteurs correspondants.

J’ai ensuite démontré que le CRH rehausse l’activité transcriptioimelle de NGFI
3 par un mécanisme médié par la voie de l’AMPc/Protéine Kinase A (PKA). Cette voie
induit rapidement et de manière transitoire la liaison de NGFI-B sur le NurRE mais non
sur le NBRE. Cette spécificité est également observée au niveau transcriptionnel puisque
PKÀ rehausse l’activité des dimères de NGFI-B sur le NurRE mais non celle des
monomères sur le NBRE. De plus, j’ai pu démontrer que les coactivateurs
transcriptioirnels de la famille p160/SRC, notamment SRC-2, sont spécifiquement
recrutés par les dimères de NGFI-B sur le NurRE et que ce recrutement est rehaussé par
le CRH.

Le facteur à boîte T Tpit est principalement connu pour son rôle essentiel dans la
différenciation des corticotropes. J’ai démontré que l’activité transcriptionnelle de Tpit
est rehaussée par la voie PKA et par le recrutement du coactivateur SRC-2. De plus, j’ai
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montré que l’élément de réponse à Tpit stir le promoteur de POMC confère une réponse

au CRH et que cette réponse, de même que celle du promoteur POMC et du NurRE,

requiert l’activation de la voie MAPK qui est en aval de PKA. Finalement, j’ai également

démontré que NGFI-B et Tpit activent la transcription de manière synergique.

Mes études soulignent l’importance des dirnères (homo- ou hétérodimères) de

facteurs Nur dans la régulation transcriptioirnclle du gène POMC. De plus, elles

identifient les facteurs NGFI-B et Tpit en tant qu’effecteurs transcriptionnels des voies

PKA et MAPK élicitées par le CRH. Mes résultats suggèrent que Tpit, NGFI-B et SRC-2

font partie d’un large complexe régulateur assemblé au promoteur en réponse à la

stimulation des corticotropes par le CRH.

Mots-clés Pro-opiomélanocortine, CRH, transcription, récepteur nucléaire, NGFT-B,
PKA, coactivateur, SRC-2, Tpit
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Abstract

Expression of the pro-opiomelanocortin (POMC) gene characterizes two celi

types in the pituitary; the melanotrophs present in the interrnediary lobe and the

corticotrophs of the anterior pituitary. In the later ceil type, POMC traiscription is under

a thigh multihonnonal regulation which is essential for the maintenance of homeostasis

and proper response to stress. Indeed, POMC expression is activated by the hypothalarnic

hormone CRH and is repressed by the gÏucocorticoïds who thus exert a negative feedback

ioop on the hypothalarnic-pituitary-adrenal axis.

Studies of the POMC prornoter have identified a sequence, narned the NurRE,

which is able to mediate the transcriptional response to CRH. The NurRE is a target for

homodimers of the transcription factor NGFI-B, an orphan member of the nuclear

receptor superfamily, who is also able to activate transcription acting as a monorner on a

sequence named N3RE. NuITÎ and NOR-1 are proteins reÏated to NGFI-B and together

these three factors fonn the Nur farnily. My studies showed that the NurRE is much more

responsive than the NBRE to Nur factors. Nuril and NOR-1 were shown to be less potent

activators than NGFI-B, which correlates with their lessen ability to form hornodirners on

the NurRE. I also demonstrated that Nur factors are abie to physicalÏy interact, and these

heterodirners synergistically enhance transcription from NurRE reporters in comparison

to that seen with homodimers ofthe same factors.

I then showed that CRH signais enhance the transcriptionai activity ofNGFI-B by

a mechanisrn involving the cAMP/Protein Kinase A (PKA) pathway. CRH rapidly and

transiently increase DNA binding ability of NGfI-B dimers but not monorners.

Accordingly, PKA specifically enhances the transcriptional activity of NGFI-B on the

NurRE, but not on the NBRE. Moreover, I dernonstrated that coactivators of the

p160/SRC farnily, and especially SRC-2, are specifically recruited by NGFI-B dimers

and that this recnLitment is enhanced in response to CRH.

The T-box factor Tpit is known for its essential role in corticotroph differentiation. I

showed that the transcriptional activity of Tpit is potentiated by the PKA pathway and by

SRC-2 recruitment. I also showed that the Tpit response eiement in the POMC prornoter

confers responsiveness to CRH and that this response, as weil as the one from the POMC

promoter and the NurRE, requires the activation of the MAPK pathway which is
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downstream of PKA. Finally, I demonstrated that NGFI-B and Tpit cooperate to

synergistically activate transcription.

Taken together, rny studies highlight the relevance of Nur dirners (homo- and

heterodimers) in the regulation of POMC gene transcription. Moreover, they identify

NGFI-B and Tpit as transcriptional effectors of the PKA and MAPK pathways elicited by

CRH. My results suggest that Tpit, NGFI-B and SRC-2 are part of a large regulatory

complex assembled on the POMC prornoter in response to CRH stimulation.

Keywords Pro-opiornelanocortin, CRH, transcription, nuclear receptor, NGFI-B, PKA,

coactivator, SRC-2, Tpit
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

1.1 Le système corticotrope hypophysaire

La pro-opiomélanocoiïine (POMC) est le précurseur de l’hormone ACTH,

produite par les cellules corticotropes de l’hypophyse. L’expression du gène POMC en

réponse à l’hormone hypothalamique CRH, constitue l’étape centrale de l’axe

hypothalamo-hypophyso-sun-énalien (HPA). Afin de bien situer mes travaux dans leurs

contextes physiologiques, je me propose de faire dans un premier temps un survol de

l’axe HPA, potir ensuite me pencher sur l’hypophyse et sur la régulation de l’expression

de POMC et de l’ACTH par le système corticotrope hypophysaire.

1.1.1 L ‘axe Hypoth alamo-Hypophyso-Surrénalïen

Bien que le rôle fondamental de l’hypophyse dans le contrôle de l’activité des

glandes sulTénales, thyroïdiennes et gonades soit depuis longtemps reconnu, ce n’est

qu’au cours des années 1950 que Geoffrey Hanis émit “l’hypothèse neurovasculaire”,

postulant que le système nerveux central régule la sécrétion des hormones de l’hypophyse

grâce au système porte hypophysaire, le réseau vasctilaire qui relie l’éminence médiane

de l’hypothalamus à l’hypophyse. Ainsi naissait donc le concept d’axe neuroendocrinien,

dont l’axe HPA est l’archétype. L’axe HPA est essentiel au maintien de l’homéostasie

adulte, notamment en médiant la réponse physiologique au stress. Ainsi, l’activation du

système par diverses sources de stress mène rapidement à une augmentation des niveaux

de glucocorticoïdes (Gc) sanguins, qui régulent une série d’événements métaboliques

visant à contrer les effets négatifs du stress et à rétablir les conditions initiales.

Au sommet de cet axe trône l’hypothalamus, organe siégeant à la base dti cerveau,

ati niveau du diencéphale, juste en dessous dti thalamus. La majorité des neurones

sécrétant l’honnone CRH ont leurs corps cellulaires dans une région circonscrite de

l’hypothalamus, le noyau paraventriculaire (PVN), dont les neurones neurosécréteurs

composent le système parvocellulaire de l’hypothalamus. Par ses connections nerveuses

concourent sur le PVN des informations de diverses sources du système nerveux; ainsi la

douleur causée par un stress physique ou une lésion est acheminée au PVN via le tronc

cérébral, tandis que le stress émotionnel résulte d’une activité accrue au niveau du



2

système limbique, notamment de l’hippocampe. Ces neurones du PVN ont des

projections nerveuses qui convergent au niveau de l’éminence médiane de

l’hypothalamus pour former le canal tubéroinfundibulaire. C’est à ce niveau que sont

déversés les facteurs hypophysiotropiques, tel que le CRH, dans le plexus capillaire

primaire du système porte hypothalamo-hypophysaire.

Au niveau de l’hypophyse antérieure, seules les cellules corticotropes expriment

le récepteur au CRH (soit le CRH-RÏ), un récepteur couplé aux protéines G qui stimule

la transcription du gène POMC ainsi que la sécrétion de l’hormone ACTH, produit de la

maturation protéolytique de POMC. Ces étapes seront discutées en détail pitis loin.

L’ACTH est sécrétée directement dans les vaisseaux efférents de l’hypophyse pour

atteindre ensuite la circulation systémique.

L’ACTH est indispensable pour la biosynthèse et la sécrétion des Gc

(principalement cortisol chez l’humain et corticostérone chez la souris et le rat) par les

cellules de la zona fasciculata et de la zona reticularis du cortex sunénalien. L’ACTH,

dont le récepteur est couplé aux protéines G, stimule l’adénylyl cyclase et entraîne donc

une augmentation rapide de la concentration d’AMPc et l’activation subséquente de

PKA. Ceci résulte en l’activation des enzymes essentielles à la stéroïdogenèse,

notamment celles du complexe p45Ossc, responsables de la conversion du cholestérol en

pregnelonole, soit l’étape limitante de la voie de biosynthèse des Gc. Parmi les nombreux

rôles des Gc, il faut mettre en exergue la stimulation de la gluconéogenèse et

l’augmentation de la concentration de glucose sanguin, la mobilisation des protéines et

des acides gras cellulaires, de même qu’une importante activité anti-inflammatoire (due à

une stabilisation des lysosomes) et un effet immunosuppresseur. Les Gc exercent aussi

une boucle de rétroaction négative afin de ramener les niveatix de Gc vers la normale, et

ce en inhibant la sécrétion d’ACTH et la transcription de POMC au niveau de

l’hypophyse de même que la production et la relâche de CRH dans l’hypothalamus.

Enfin, notons que le dérèglement de l’axe HPA entraîne chez l’humain des

conditions pathologiques qui non-traitées peuvent s’avérer fatales. La suppression de la

fonction corticosunénalieime, due à une atrophie des glandes surrénales par exemple,

entraîne la maladie d’Addison qui se traite par l’administration de corticostéroïdes. Une

C suiroduction de Gc par les suirénales, conséquence d’une tumeur sécrétant Ï’ACTH ou
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d’une hyperplasie dii cortex sunénalien, entraîne le syndrome de Cushing qui exige

normalement une sulTénalectornie et un traitement hormonal substitutif.

1.1.2 L’hypophyse

Longtemps considérée comme la glande endocrine maîtresse, l’hypophyse est au

coeur de la communication hormonale des vertébrés, orchestrant notamment les trois

grands axes neuroendocriniens qui commandent les fonctions surrénaliennes,

thyroïdiennes et gonadiques.

1.1.2.1 Structure anatomique et types cellulaires

L’hypophyse (aussi appelée glande pituitaire) pèse moins d’un gramme chez

l’humain et se trouve tapie à l’arrière du chiasme optiqtie, dans une cavité de l’os

sphnénoïde, la selle turcique. Cette position incita Versalius, anatomiste du 16leme siècle

qui nomma la glande, à croire que sa fonction était de drainer les cavités dti cerveau de

mucus ou de phlegrne, d’où le nom de glande pitititaire (du latin pituita qui signifie

phiegme). Bien que sa structure anatomique puisse varier selon l’espèce, l’hypophyse est

généralement constituée par la juxtaposition de trois lobes qui diffèrent de par leur

origine embryonnaire, leur histologie ainsi que leurs fonctions physiologiques. Les lobes

antérieur et intermédiaire constituent ensemble l’adénohypophyse tandis que le lobe

postérieur et la tige infundibulaire (ou tige hypophysaire) forment ensemble la

neurohypophyse.

Le lobe antérieur de l’hypophyse peut être subdivisé en deux régions distinctes, le

pars distalis du coté postérieur et le pars tuberalis positionné antérieurement. Le pars

distalis est la structure principale du lobe antérieur et contient cinq types de cellules

endocrines sécrétant six hormones majeures; les somatotropes qui produisent l’hormone

de croissance (GH), les corticotropes qui sécrètent l’ACTH, les lactotropes qtli

synthétisent la prolactine (PRL), les thyrotropes qui produisent la thyrotropine (TSH) et

les gonadotropes qui sécrètent la follitropine (FSH) et la lutropine (LH). Chez l’humain,

les somatotropes (environ 40%) et les corticotropes (environ 10%) constituent la majorité

des cellules de l’hypophyse antérieure, tandis que les autres types ne représentent que 3-
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5%. Cette distribution est toutefois plastique puisque par exemple les lactotropes peuvent

atteindre 20% durant la grossesse et la lactation post-parturn.

Le pars tuberalis est adjacent à la tige infundibulaire, une structure qui forme le

lien anatomique entre l’hypophyse antérieure et l’hypothalamus. Des études ont rapporté

qu’on retrouve dans le pars tuberalis des cellules exprimant chacune des hormones

majeures (autant durant l’ernbryogenèse du rat (342) que dans l’hypophyse bovine adulte

(47)), mais le rôle précis de cette structure reste nébuleux. Enfin, notons que le lobe

antérieur abrite une population de cellules non-endocrine, les cellules folliculo-stellates

(FS), qui peuvent représenter jusqu’à 10 % de la masse cellulaire totale. Ces cellules à la

morphologie étoilée pouffaient être d’origine neuroectodermale puisqu’elles en

expriment des marqueurs tel GFAP. Les cellules FS forment un réseau étroit entre elles

ainsi qu’avec certaines cellules endocrines au moyen de jonctions lacunaires (gap

junctions), et pouffait ainsi jouer un rôle dans la synchronisation de la réponse des

cellules endocrines à certains stimuli (32$). Les cellules fS sécrètent également plusieurs

facteurs, tel les interleukines IL-6 et LIF, qui agissent de manière paracrine afin de

moduler l’activité de certaines cellules endocrines, notamment celle des corticotropes

(12).

Le lobe intermédiaire (pars intermedia) est une structure qui se retrouve entre le

pars distalis et le lobe postérieur chez la plupart des vertébrés et qui est particulièrement

développée chez les rongeurs. Chez l’humain, cette structure est présente au cours de

l’embryogenèse mais régresse ensuite pour disparaître chez l’adulte, tandis qu’elle ne se

forme jamais chez les oiseaux. Le pars intermedia est principalement composé de cellules

endocrines, les mélanotropes, qui expriment l’hormone mélanotrope (MSH). Peu

vascularisé, le lobe intermédiaire des amphibiens et de certains mammifères est entouré

d’un plexus neuronal qui semble réguler la sécrétion de la MSH.

Le lobe postérieur (pars nervosa) constitue la partie neuronale de l’hypophyse

puisqu’il est principalement composé de terminaisons nerveuses de neurones dont les

corps cellulaires se trouvent dans les noyaux supraoptiques et paraventriculaires de

l’hypothalamus, et qui ensemble forment le système neurosécréteur magnocellulaire. Ces

extrémités axonales sécrètent deux hormones hypothalamiques, soit la vasopressine

(AVP) et l’ococine (OT). Le pars nervosa contient également un and nombre de



5

cellules de type gliale, les pituicytes. Plus qtie de simples acteurs de soutien, elles

possèdent la faculté de modifier leurs morphologies afin de moduler l’activité du système

neurosécréteur. Ainsi, en période de forte production hormonale, les pituicytes se

rétractent des espaces périvasculaires pour laisser libre accès aux terminaisons axonales

afin qu’elles sécrètent leurs hormones dans la circulation sanguine (175).

1.1.2.2 Les hormones hypophysaires

Outre la régulation des trois grands axes neuroendocriniens, les hormones

hypophysaires commandent également de nombreuses fonctions métaboliques,

notamment au niveau des glandes mammaires, des reins, et de l’utérus. Au nombre de

neuf, les principales hormones hypophysaires sont exprimées chacune par un type

cellulaire précis de Ï’adénohypophyse ou du système magnocellulaire de l’hypothalamus.

1.1.2.2.1 Le lobe antérieur

Les cinq types de cellules différentes de l’hypophyse antérieure sécrètent au total

c six hormones peptidiques majeures. Elles ont toutes en commun le fait d’être régulées par

des hormones hypothalarniques, expliquant le lien étroit entre les différentes structures de

“appareil hypothal amo-hypophysaire. Ces hormones sont

• L’hormone de croissance (GH, Growth Hormone) t L’hormone de croissance est

un polypeptide de 191 acides aminés sécrété par les somatotropes. L’expression

de GH par les somatotropes est sous double contrôle hypothalamique, soit positif

par l’hormone GHRH (growth-hormone-releasing hormone) et négatif par

l’hormone somatostatine (GHN). La GH joue un rôle essentiel dans la croissance

générale de l’organisme, ce qui la distingue des autres hormones hypophysaires

dont le rôle principal vise un ou seulement quelques tissus-cibles. L’hormone de

croissance favorise la prolifération cellulaire, en stimulant la mitose et en

augmentant la taille des cellules. Ses effets sur le métabolisme incluent la

stimulation de la synthèse protéique, la mobilisation des réserves d’acides gras et

la conservation des glucides. La plupart des effets anabolisants de la GH sont

indirects; ils sont plutôt médiés par l’action des somatomédines (IGFs, Isulin-like

Growth Factor) qui sont sécrétées par le foie sous l’action de la GH.
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• La Prolactine (PRL) La PRL, sécrétée par les lactotropes, est une hormone très

proche de la GH puisque 161 de ses 191 acides aminés sont conservés.

L’expression de la PRL est régulée négativement par la PN (Prolactin Inhibitory

Hormone) hypothalamique et positivement par les oestrogènes, qui stimulent la

sécrétion de la PRL de même que la prolifération des lactotropes. Le principal

rôle de la PRL est de promouvoir le développement et la croissance des glandes

mammaires et la production de lait chez les femelles.

• La thyrotropine (TSH, Thyroid-Stimulating Hormone) La TSH, tout comme les

gonadotropines FSH et LH, est une glycoprotéine composée de deux chaînes

polypeptidiques, les sous-unités a et fi, auxquelles sont attachés de manière

covalente des oligosaccharides. La TSH partage avec les gonadotropines la même

sous-unité a, tandis que sa sous-unité fi est spécifique et comporte entre 112 et

118 résidus selon l’espèce. Ces deux sous-unités sont synthétisées

indépendamment par les cellules thyrotropes de l’adénohypophyse. La sécrétion

de la TSH est stimulée par l’hormone hypothalamique TRH, tandis qu’elle est

réprimée par les hormones thyroïdiennes (thyroxine et triiodothyronine) qui

exercent ainsi une rétroaction négative sur l’axe. La TSH commande la

production des hormones thyroïdiennes par la thyroïde, régulant ainsi tin grand

nombre de processus biologiques.

• La lutropine (LH, Luteinizing Hormone) La LH est une hormone

gonadotropique car elle stimule, avec la FSH, la production d’hormones

stéroïdiennes par les gonades. Elle est exprimée par les gonadotropes de

l’hypophyse sous la régulation positive de l’hormone hypothalamique GnRH

(Gonadotropin-Releasing Hormone). Sa sous-unité fi est nommée LHfi et

comporte de 117 à 121 acides aminés. La LH stimule la fonnation du corps jaune

(corpus luteum) de l’ovaire ainsi que l’ovulation chez la femelle, tandis qu’elle

stimule la production de testostérone par les cellules de Leydig chez le mâle.

• La follitropine (FSH, follicle-stimulating Hormone) La fSH, au même titre que

la LH. est produite par les gonadotropes sous le contrôle de la GnRH. Sa sous

unité fi, la fSHfi, est un polypeptide d’environ 110 acides aminés. La FSH

commande le développement précoce du follicule ovarien chez la femelle ainsi
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que le développement des cellules de Sertoli et les étapes initiales de la

spermatogenèse chez le mâle.

La corticotropine (ACTH, Adrenal Cortical-stirnulating Hormone) Tel que

mentionné plus haut, l’ACTH produite par les corticotropes commande la

biosynthèse des Gc. L’ACTH provient de la maturation du précurseur POMC,

processus dont les détails seront décrit plus loin (voir section 1 .1 .3).

1.1.2.2.2 Le lobe intermédiaire

Les cellules mélanotropes comptent pour la totalité des cellules endocrines du

pars intermédia. Celles-ci produisent les hormones mélanotropes, soit a-, /3-, et ‘y-MSH

(Melanocyte-Stimulating Hormone) suite à la maturation du précurseur POMC. Les

mélanotropines jouent un rôle important dans la pigmentation de la peau en dispersant les

granules de mélanine à la surface des mélanocytes. Ces effets semblent être surtout

médiés par 1’ a- et la f3-MSH, puisque le seul récepteur ayant une haute affinité pour la ‘y

MSH n’est pas présent dans la peau (410). La sécrétion des mélanotropines est réprimée

par la dopamine provenant de neurones arninergiques de l’hypothalamus qui étendent

leurs projections jusqu’à la frontière entre le pars nevrosa et la pars intermedia. D’autres

hormones hypothalamiques telles que l’acide gamma amino-butyrique (GABA) et le

neuropeptide Y répriment également la sécrétion des MSHs tandis que le CRH et le TRH

en stimulent l’expression (236,442). Chez les humains, il ne semble pas y avoir de

mélanotropines produites par l’hypophyse et la pigmentation serait régulée par des MSHs

produites localement par les mélanocytes (476). Chez les oiseaux qui n’ont pas de pars

intermedia, il semble que des mélanotropes soit présentes dans le pars distalis.

1.1.2.2.3 Le lobe postérieur

Deux hormones peptidiques de 9 acides aminés chacune sont sécrétées par la

neurohypophyse: l’hormone antidiurétique, également appelée vasopressine (AVP), et

l’ocytocine (OT). L’AVP dérive d’une prohormone, la pressophysine, qui est synthétisée

dans le corps cellulaire de neurones situés dans le noyau supraoptique de l’hypothalamus.

Cette hormone est ensuite transportée dans des vésicules, complexée à des protéines de

transport appelées neurophysines, jusqu’ aux terminaisons axonales du pars nervosa.
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L’AVP est ensuite stockée dans des granules de sécrétion jusqu’à ce que des influx

nerveux de l’hypothalamus stimulent leur sécrétion par exocytose dans le réseau

capillaire irriguant le lobe postérieur. La principale fonction de l’AVP est de favoriser la

rétention d’eau. En effet, l’AVP augmente la perméabilité des tubules collecteurs des

reins, stimulant ainsi la réabsorption et par conséquence la concentration d’eau dans les

fluides corporels.

L’ocytocine quant à elle est produite suite à la maturation de la prohormone

ocyphysine, qui est synthétisée dans le noyau paraventriculaire de l’hypothalamus.

Comme l’AVP, l’OT est transportée dans des vésicules, escortée par les neurophysines,

jusqu’aux terminaisons nerveuses de la neurohypophyse en attente d’un signal

hypothalarnique commandant leur excrétion. Les principales fonctions physiologiques de

l’OT sont de favoriser l’éjection du lait des alvéoles mammaires durant l’allaitement et

stimule les contractions utérines durant l’accouchement.

1.1.2.3 Développement et différenciation hypophysaire

Le système corticotrope hypophysaire se met en place durant la vie embryonnaire

et l’activation de l’axe HPA est une caractéristique de la fin de la période de gestation à

travers les espèces (77). En effet, une augmentation des niveaux de Gc sanguins est

nécessaire pour induire la parturition ainsi que pour le développement de plusieurs

organes, tels le foie et les poumons. De plus, la plupart des facteurs responsables de la

transcription constitutive et régulée de POMC sont présents tôt durant le développement

et plusieurs sont également impliqués dans le développement hypophysaire. Les quelques

paragraphes qui suivent décrivent donc le développement général de l’hypophyse, la

cytodifférenciation des divers types cellulaires ainsi que les facteurs impliqués, tout en

portant une attention particulière à l’ontogénie du système corticotrope hypophysaire.

1.1.2.3.1 Origine embryonnaire de l’hypophyse

Depuis longtemps, il a été assigné aux différents lobes hypophysaires une origine

distincte, mais un développement qui se fait de manière concomitante. En effet, Rathke

puis Schwind ont décrit la formation de l’ébauche embryonnaire de l’hypophyse et ils ont

tous deux observé que l’hypophyse dérive d’une région où l’épithélium oral contacte le
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neuroectoderme du diencéphale (424). D’élégants travaux, utilisant notamment des

chimères caille/poulet (102) ainsi que le marquage au Dii d’embryons de rat (238), ont

depuis permis de tracer un portrait plus détaillé du développement hypophysaire précoce.

L’adénohypophyse dérive d’une invagination de l’ectoderme oral (aussi appelé

stornodeum) provenant du bourrelet neural antérieur (102,23$). Cette structure, dont

l’aspect ntdirnentaire est visible autour du 91ème jour embryonnaire (e9) de la souris,

s’allonge pour former la poche de Rathke dite définitive vers le jour elO.5. Le feuillet de

cellules épithéliales de la poche se referme ensuite et il y a resserrement des extrémités

dorsales de la poche jusqu’à ce qu’il y est perte de la connexion avec l’épithélium oral

(224). À ce stade, le primordium hypophysaire adopte sa structure glandulaire contenant

une cavité, la lumière de l’hypophyse. Les cellules de la partie rostro-ventrale du

primordium prolifèrent ensuite, entre les jours e12.5 et e14.5, et s’engagent dans une

transition épithélium-mésenchyme. Ceci marque le début de la cytodifférenciation du

pars distalis, qui s’accentuera jusqu’à la naissance (206). En même temps, des

excroissances latérales projètent antérieurement pour se rejoindre sur le plan médian et

former le pars tuberalis (415). Au cours du développement de la poche de Rathke, les

cellules adjacentes a l’mftmdibulum prohferent et forment le lobe intermediaire. Il faut

noter que bien qti’il s’agisse ici d’un modèle généralement accepté chez les mammifères,

certaines études suggèrent une origine neuronale, du moins partielle, de

l’adénohypophyse chez les oiseaux et certains amphibiens (133,225,226).

Le développement de la neurohypophyse se fait parallèlement à celui de

l’adénohypophyse et ces deux structures maintiennent tin contact étroit au cours de

l’organogenèse hypophysaire. La neurohypophyse dérive du neuroectoderme du

diencéphale ventral. À partir du bourgeon neurohypophysaire, un infundibulum se forme

(sorte de structure en forme d’entonnoir) et se développe suite à la prolifération des

cellttles neuroépithéliales, qui se différencient ensuite en pituicytes. Simultanément, des

excroissances de fibres nerveuses provenant des noyaux supraoptiques et

paraventriculaires de 1 ‘hypothalamus traversent 1’ in fundibulum. Ainsi, le lobe postérieur

(pars nervosa) sera ultimement formé de terminaisons nerveuses endocrines entremêlées

de pituicytes.

C
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1.1.2.3.2 Ontogénie des corticotropes et autres types cellulaires

Au cours du développement hypophysaire, la différenciation des divers types

cellulaires se fait selon un ordre spatio-temporel précis et conservé chez les mammifères

(206,43 8). Bien que l’a-GSU (la sous-unité commune aux glycoprotéines) soit détectable

au jour el 1.5, les corticotropes sont les premières cellules endocrines du lobe antérieur à

se différencier de manière terminale, c’est-à-dire qui expriment l’hormone adulte. Ainsi,

1’ARNrn de POMC de même que l’ACTH est détectable au jour e12-e12.5 dans la région

caudo-ventrale du pars distalis (135,206,438). Bien que considérées différenciées, ces

corticotropes ne répondent à une stimulation par le CRH que deux jours plus tard (300),

probablement dû à l’absence de récepteurs membranaires. Quoiqu’il en soit, le système

corticotrope n’est fonctionnel in vivo que vers le jour e14.5-e15, alors que les premiers

neurones exprimant le CRH apparaissent dans l’hypothalamus (107) et que le système

porte hypophysaire se met en place (106).

La TSH3 est détectable dans le pars tuberalis dès le jour e12.5 (135). Ces

thyrotropes sont dit transitoires car elles disparaissent après la naissance. Viennent

ensuite les mélanotropes du pars intennedia qui expriment POMC à partir du jour e 14.5.

La population définitive de thyrotropes apparaît dans la partie caudo-médiane du pars

distalis au jour 15.5, soit au même moment où apparaissent les somatotropes (GH) et les

lactotropes (PRL) du côté caudo-dorsal du pars distalis. Les gonadotropes occupant le

domaine ventral du lobe antérieur sont les dernières à se différencier, produisant la LH3

puis la FSHf3 aux jours e16.5 et 17.5 respectivement. La vasopressine et l’ocytocine ne

sont détectables qu’après la naissance, soit au et 8iême jour post-natal respectivement

chez le rat (502).

1.1.2.3.3 Facteurs régulant le développement hypophysaire

Le développement hypophysaire est une pièce en plusieurs actes et une myriade

d’études génétiques et moléculaires ont permis d’identifier les nombreux acteurs

impliqués. Ceux-ci incluent des morphogènes qui régulent la prolifération et la

distribution topographique des types cellulaires de l’hypophyse antérieure, ainsi que des

facteurs de transcription qui eux régissent la différenciation des différents types de
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cellules endocrines. Voici donc quelques-uns des principaux protagonistes ainsi que leurs

influence sur le développement des cellules corticotropes:

A) Molécules de signalisation (morphogènes): Des expériences de recombinaison

tissulaire chez le rat ont révélé l’importance de signaux émanant du diencéphale lors des

premiers événements marquant le développement de l’adénohypophyse (105,500,501).

Subséquemment, des études ont montré que BMP4, exprimé dans le diencéphale (et

ensuite dans l’infundibulum) dès le jour e8.5, était requis pour l’induction et la formation

de la poche de Rathke. Ainsi, les quelques souris BMP4 ayant survécu jusqu’au jour

dO ont un diencéphale intact mais ne développent pas de poche Rathke (459). Le

diencéphale exprime également FGF8 et FGFYO à partir des jours e9.5 et e14

respectivement. Ces facteurs semblent également essentiels pour la formation et la

prolifération de la poche de Rathke. En effet, l’inactivation de FGF1O ainsi que celle de

FGfR2b, un récepteur de FGFIO exprimé dans l’épithélium oral, entraîne la disparition

par apoptose de la poche rudimentaire avant la formation complète de cette structure

(115,356). L’inactivation du gène Nkx2.1, exprimé lui aussi seulement dans le

diencéphale, résulte en un phénotype similaire et l’étude de ces mutants a démontré

l’absence de FGF8 (mais non celle de 3MP4) chez ces mutants (459).

Le rôle de ces morphogènes sur la différenciation des corticotropes échappe

toutefois encore au verdict définitif Ainsi, Ericson et coll. rapportent que l’expression de

l’ACTH est atténuée dans des explants de poche de Rathke prélevés au jour 10.5 et co

cultivés avec des cellules COS exprimant BMP4 (ou BMP2/7) (135). Toutefois, Treier et

coll. n’observent pas d’effet sur l’expression d’ACTH en utilisant le même système, mais

avec des explants prélevés un jour plus tôt (468). De plus, ce même groupe rapporte que

l’expression de Noggin (un antagoniste de BMP4 et BMP2) par transgenèse bloque le

développement de l’hypophyse au stade rudimentaire (jour elO) sans toutefois affecter la

différenciation des corticotropes (46$). Des résultats divergents ont aussi été rapportés

concernant le rôle des FGFs. Ainsi, tandis que l’expression d’ACTH par des explants de

poche de Rathke au jour el 1.5 est réprimée par des billes enduites de FGF2 (135),

l’expression par transgenèse de FGF8 dans la poche de Rathke semble plutôt augmenter

le nombre de corticotropes (46$).

a
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L’ectoderme oral est également une source de moiphogènes extrinsèques. Ainsi,

Sonic hedgehog (Shh) est exprimé à travers l’ectoderme oral, excepté au niveau de la

poche de Rathke, dès le jour e$. Shh semble aussi requis pour Ï’organogenèse

hypophysaire puisque l’expression ectopique de Hip, tin antagoniste de Shh, dans

l’ectoderme oral et la poche de Rathke, bloque la fomiation de celle-ci au stade

rudimentaire (469). Bien que POMC ne soit pas détectable dans ces hypophyses

transgéniques à e13 (alors que POMC apparaît normalement à e12.5), le rôle de Shh sur

la différenciation des corticotropes n’est pas clair puisque dans des expériences de gain

de fonction qui entraînent une hyperprolifération des gonadotropes et des thyrotropes,

Shh n’augmente pas le nombre de corticotropes (469).

Dès que la poche de Rathke définitive se forme autour du jour elO.5, d’autres

signaux tels que BMP2, BMP7 et Wnt4, émanant cette fois-ci de la poche elle-même

ainsi qtte du mésenchyme situé du côté ventral de l’hypophyse, semblent prendre le relais

et gouverner l’organisation topographique et la différenciation des divers types cellulaires

de l’hypophyse (135,468). BMP2, dont l’expression est induite par Shh, semble réguler

l’expression de facteurs de transcription ventratix (voir plus bas) (469). Wnt4 est lui

requis pour l’expansion des types cellulaires ventraux puisque l’analyse d’hypophyse de

mutant Wnt4 - au jour e17.5 montre une nette réduction du nombre de gonadotropes,

thyrotropes et somatotropes, sans toutefois affecter les corticotropes (468). À ces signaux

s’ajoutent également les FGfs, dont l’expression est maintenue par l’infundibulurn, ce

qui crée deux gradients opposés; tin dorsal—> ventral de FGF$/lO/1$ et un autre

ventral-> dorsal de BMP2/7. Une hypothèse avancée par le groupe de Rosenfeld veut que

ces gradients opposés induisent l’expression de facteurs de transcription différents selon

la position des progéniteurs dans l’axe dorso-ventral et que ces facteurs soient les

déterminants autonomes de la différenciation terminale des divers types cellulaires de

l’hypophyse (427,468).

B) facteurs de transcription Un grand nombre de facteurs de transcription

impliqués dans le développement hypophysaire ont pu être identifiés. Ces facteurs

peuvent être divisés en deux; cetix exprimés tôt durant l’organogenèse et importants pour

la prolifération et l’engagement vers une voie spécifique de différenciation, et ceux requis

pour la différenciation terminale des divers types cellulaires.
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Plusieurs hornéoprotéines à domaines LIM sont importantes pour le

développement hypophysaire précoce. Ainsi, Lhx3 et Lhx4, deux facteurs très

homologues, sont exprimés dans la poche de Rathke en voie d’invagination à partir du

jour e9.5 et leur expression est maintenue dans l’hypophyse adulte. Ces deux facteurs

semblent jouer des rôles partiellement redondant durant le développement précoce de la

glande puisque l’ablation génique de chacun individuellement n’empêche pas la

formation de la poche de Rathke (433,434) tandis que la mutation des deux gènes

bloquent l’apparition de la poche définitive (433). Outre ce rôle précoce, Lhx3 semble

également contrôler une étape subséquente d’engagement vers la différenciation. Ainsi,

les hypophyses de mutants Lhx3’ présentent des défauts de prolifération et on y dénote

l’absence de tous les types de cellules endocrines, excepté les corticotropes, suggérant

que l’ontogénie de ceux-ci est indépendante de ce facteur (434). De plus, chez les souris

Lhx3’ihx4’, tous les types cellulaires apparaissent, indiquant clairement que Lhx3 est

celui nécessaire pour l’engagement vers la différenciation cellulaire (433). Les FGFs sont

des régulateurs positifs de Lhx3 (135,459) et des études suggèrent que Sbh et FGF$/1O

synergisent pour induire l’expression de Lhx3 (469). De plus, l’expression ainsi que

l’activité transcriptionelle de Lhx3 semblent régulées par les homéoprotéines de la

famille Pitx (27,474). Le rôle de ces facteurs de transcription, notamment dans

l’organogenèse hypophysaire, sera abordé plus loin (voir section 1.2.3.1).

Tout comme Lhx3/4, Isl-l est une homéoprotéine à domaine LIM. Isl-1 est

exprimé dès le jour e$.5 dans l’épithélium oral d’où dérive la poche de Rathke. À partir

du jour elO.5, son expression s’éteint du coté accolé à l’infundibulum mais persiste du

côté plus ventral (135). Cette distribution asymétrique coïncide avec l’extinction

progressive de la source de BMP4 venant du diencéphale et le maintien de celle de BMP2

par le mésenchyme juxtaposé du coté ventral du lobe (135,46$). Étant donné que les

BMPs peuvent induire l’expression de Isl-1 in vivo ainsi qu’in vitro tandis que fGf$ la

réprime (135), il semble que les gradients opposés de BMPs et FGFs régulent

l’expression de Isl-1. Il est difficile d’assigner un rôle précis pour Isl-1 dans

l’organogenèse hypophysaire puisque l’ablation génique de ce gène entraîne la mort vers

le jour dO (377). Toutefois, l’analyse de mutants au jour e9.5 révèle la présence d’une

poche primitive présentant un défaut de prolifération avec notamment un épithélium non-
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différencié (459). Une autre étude suggère que les corticotropes dérivent de progénitetirs

dans lesquels l’expression de Isl-1 s’éteint autour du jour elO.5 (135).

Les protéines à homéodornaines de type Faired constituent une autre famille

importante pour le développement précoce de l’hypophyse. Parmi celles-ci, Prop-l est

détecté dans la poche de Rathke à partir du jour e10.5 et son expression est maintenue

environ jusqu’au jour e16 (449). Prop-1 a été identifié par clonage positionnel comme

étant le gène responsable d’une forme de nanisme lié à un défaut hypophysaire chez les

souris Ames dwarf (449). L’étude de ces mutants hypomorphes a révélé que Prop-1 est

essentiel à l’apparition des trois lignées dépendantes du facteur Pit-1 (voir plus bas), soit

les somatotropes, les lactotropes et les thyrotropes (144,449). De plus, la mutation du

gène FROPJ chez l’humain cause le syndrome de déficience combinée en honnone

hypophysaire et l’analyse de patients atteints a révélé une déficience en hormone LH et

FSH, ce qui suggère que Prop-1 est requis pour l’ontogenèse des gonadotropes (519). On

rapporte même une insuffisance en ACTH chez certains patients portant des mutations de

Prop-1 affectant plus sévèrement la fonction de la protéine, suggérant un rôle de Prop-1

dans le développement ou le maintien des corticotropes (375). Le facteur Rpx/Hesxl est

exprimé très tôt durant le développement, apparaissant dès le jour e6.5 dans la région

d’où origine la plaque neurale antérieure, puis son expression se restreint à l’épithélium

oral et ensuite à la poche de Rathke et au lobe antérieur de l’hypophyse, où son

expression est maintenue jusqu’ au jour e 13.5 (18 1). L’ inactivation du gène Rpx cause un

défaut de prolifération et une morphogenèse abelTante de la poche de Rathke (110). Il

semble toutefois que l’extinction de Rpx soit nécessaire pour la différenciation

hypophysaire adéquate. En effet, Rpx est un répresseur transcriptionnel qui peut

hétérodimériser avec Prop-1 et recruter le corépresseur TLE, inhibant ainsi l’activité de

Prop-l (108,444). Rpx antagonise donc la fonction in vivo de Prop-1 et l’extinction de

Rpx vers e 13.5 est nécessaire pour permettre l’apparition des lignées dépendantes de Pit

1 ainsi que des gonadotropes (144,449). Une autre homéoprotéine de type Paired, Pax6,

est exprimée dans le lobe antérieur selon un gradient dorsoventral. Les hypophyses de

souris Pax6 contiennent un nombre accru de gonadotropes et thyrotropes, au dépend des

lignées pius dorsales somatotropes et lactotropes (231).
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Pit-1, une homéoprotéine à domaine POU, a été le premier des facteurs de

transcription essentiels à la différenciation des cellules endocrines hypophysaire à être

identifié. D’abord cloné en tant que facteur régulant l’expression histo-spécifique des

gènes GH et PRL (48,197), l’analyse génétique des souris naines Snell et Jackson a

déterminé que Pit-1 est requis pour la prolifération et la différenciation terminale des

lignées somatotropes, lactotropes et thyrotropes (72,283). Pit-1 est nécessaire mais non

suffisant pour diriger l’expression histo-spécifique de chacun des marqueurs de

différenciation terminale que sont GH, TSH et PRL. Des interactions combinatoires avec

divers facteurs de transcription et/ou cofacteurs sont donc requises dans chacun des cas.

Ainsi, Pit-1 s’associe au récepteur à l’oestrogène ER pour activer de manière

synergique la transcription de PRL. L’ablation génique de l’isoforme ERa montre

d’ailleurs une chute dramatique de l’expression de Prl et du nombre de lactotropes (425).

Pit-l s’associe également avec le facteur Ets-1 sur un site composite dans le promoteur de

PRL et cette interaction est régulée par de multiples voies de signalisation convergeant

sur les MAPKs (61,193). L’activation de la voie MAPK ainsi que celle de l’AMPc

permet également le recrutement des coactivateurs CBP et p/CAF par Pit-1 et le

rehaussement subséquent de son activité sur le promoteur PRL, GH et TSH/3 (527,537).

La régulation de l’expression du gène GH par Pit-1 dépend du contexte cellulaire. En

effet, Pit-1 agit en coopération avec le récepteur de l’acide rétinoïque (RAR) et celui de

l’hormone thyroïdienne (TR) pour activer la transcription du gène GH dans les

somatotropes (362,422). Dans les lactotropes, Pit-1 de même que TR sont également liés

au promoteur mais ils sont ici requis pour l’assemblage d’un complexe répresseur, en

recrutant notamment le corépresseur N-CoR et des histones déacétylases (426). Chez

l’humain, l’expression histo-spécifique est conférée au gène GH par une région de

contrôle de Iocus (LCR) situé 15 kb en amont du promoteur et contenant plusieurs sites

putatifs de liaison à Pit-1 (2 13,435).

L’interaction entre Pit-l et GATA-2, un facteur à doigts de zinc induit par BMP-2

dans l’hypophyse, joue un double rôle dans la régulation génique dans les thyrotropes.

Ainsi, sur un promoteur tel celui de TSH contenant des sites Pit-1 et GATA-2 adjacents,

ces deux facteurs activent la transcription de manière synergique (109,166). Toutefois,

sur des promoteurs ne contenant que des sites GATA-2 et normalement actifs dans les
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gonadotropes, l’activité de GATA-2 est inhibée par Pit-l par un mécanisme ne

nécessitant pas sa liaison à l’ADN (109). L’importance de ce mécanisme d’inhibition par

interaction protéine:protéine est soulignée par l’analyse des souris naines Snell où une

mutation de Pit- 1 interférant avec l’interaction avec GATA-2 change le destin cellulaire

des présumés thyrotropes en gonadotropes. Dans ces dernières, GATA-2 induit

l’expression du récepteur nucléaire orphelin SF-1 (109) qui peut ensuite activer la

transcription des marqueurs terminaux de différenciation tel LH (1 72,228), FSH (62) et

le récepteur au GnRH (130). Le rôle de SF-1 a été confirmé par l’ablation génique de Sf

1 spécifiquement dans l’hypophyse, ce qui entraîne une forte baisse de LH et FSH (543).

Le facteur Egr-l est également essentiel pour l’expression du gène LHt3 (274), qu’il

active en synergie avec SF-l et Pitxl (472).

finalement, la différenciation des mélanotropes et des corticotropes requiert Tpit,

un facteur à boîte T (258,392). Dans les corticotropes, Tpit collabore avec Pitxl et

NeuroDl, deux atitres facteurs histo-spécifiques, pour réguler l’expression spatio

temporelle adéquate de POMC. Le rôle de chacun de ces facteurs de transcription sera

discuté en détail plus loin.

1.1.3 De la Pro-opïomélanocortine à l’ACTH

La prohonnone POMC est le précurseur de plusieurs hormones peptidiques et

peptides opioïdes importants. Le concept de prohormone date de la fin des années 1960s,

alors que Steiner et coll. ont proposé que la biosynthèse de l’insuline impliquait le clivage

d’un précurseur de plus haut poids moléculaire (450). Au même moment, Li et Chrétien

rapportaient la séquence de la f3-LPH, produit de maturation de la POMC et précurseur de

la 3-MSH, mais la signification de ce polypeptide ne fut appréciée que plusieurs aimées

plus tard (280). Le premier indice suggérant l’existence d’un précurseur de l’ACTH est

venu en 1971, alors qtie Yalow et Berson oitt rapporté une hétérogénéité entre le poids

moléculaire de la corticotropine du plasma et celle provenant d’extraits hypophysaires ou

d’une tumeur thymique. En effet, l’anticorps dirigé contre l’ACTH détectait une protéine

de 16 kD, qu’ils ont appelé big-ACTH, alors que l’ACTH purifiée a un poids moléculaire

de 4.5 kD (528). Par la suite, à l’aide d’élégantes expériences de marquage métabolique

par pulse-chasse, Eipper et Mains ont utilisé la lignée cellulaire AtT-20 dérivée d’une
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tumeur hypophysaire pour démontrer que l’ACTH est synthétisé à partir d’un précurseur

de pius haut poids moléculaire (304) et que ce précurseur est reconnu par un anticorps

anti-fi-endorphine (303). Au même moment, Roberts et Herbert ont montré qu’un

polypeptide immunoprécipité par un anti-fi-LPH était également reconnu par un anticorps

dirigé contre l’ACTH (405). Ces expériences suggéraient donc l’existence d’un

précurseur commun aux trois peptides. La quête de ce précurseur culmina par l’isolement

de son ADNc, cloné à partir d’ARNm de lobe intermédiaire bovin, dont la séquence

protéique déduite comprenait l’ACTH, fi-lipotropine et la fi-endorphine (340). C’est ainsi

que naissait la pro-opiomélanocortine...

1.1.3.1 Le gène et les transcrits POMC

Bien que l’isolement de l’ADNc ait permit de déduire la séquence et la structure

de POMC, il fût important de déterminer le nombre de copies du gène POMC présentes

dans le génome et de caractériser les transcrits produits. En effet, la complexité de la

régulation de l’expression des peptides dérivés de POMC (voir section 1.1.3.4. pour

l’ACTH) aurait pu s’expliquer par l’existence de plusieurs gènes possédant des séquences

régulatrices différentes ou à un seul gène conférant une réponse à de multiples hormones.

De pins, la distribution différentielle des peptides dérivés de POMC aurait pu être le

résultat d’épissages alternatifs d’un même transcrit primaire ou alors le fruit d’une

maturation différentielle d’ un précurseur polypeptidique.

Le gène POMC a été cloné chez plusieurs espèces, notamment le rat (123,124), la

souris (348,478) et l’humain (458), et ces études n’ont identifié qu’un seul gène

fonctionnel par génome haploïde. Chez la souris, un psetidogène contenant une séquence

hautement homologue (92%) à l’extrémité 3’ du troisième exon a été identifié. En dehors

de cette séquence de 533 paires de bases (pb), aucune autre homologie n’est toutefois

présente (348,478). Ce pseudogène ne produit pas un ARNrn fonctionnel et contient

notamment une substitution R— C au site de clivage requis pour libérer l’ACTH. De plus,

la séquence contient une mutation introduisant un codon de tenninaison prématuré, ce qui

entraîne probablement l’élimination du transcrit par le mécanisme de NMD (nonsense

mediated mRNA decay) (179).
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La structure du gène POMC retrouvée chez le rat est représentée à la figure 1 .1.

Le gène mesure environ 6,5 kilobases (kb) chez le rat, mais petit varier entre 6 et $ selon

l’espèce. La structure du gène reste toutefois toujours la même, soit trois exons séparés

par deux introns. L’exonl mesure $7 ph et comprend la majeure partie de l’extrémité 5’

non-traduite de 1’ARNm. Le deuxième exon mesure 152 ph et contient l’ATG, qui fait

partie du peptide signal, ainsi que le début du peptide N-terminal. Enfin le troisième

exon, mesurant 833 ph, code pour les principaux peptides actifs biologiquernent, dont

Ï’ACTH. Les introns A et B séparants ces exons sont assez grands, mesurant

respectivement 3,6 et 3 kb. Il a été démontré qu’il existe de l’épissage alternatif à la

jonction entre l’intron A et l’exon 2, résultat de l’utilisation de deux sites accepteurs

différents, ayant pour effet d’ajouter 30 nucléotides (nt) à la partie 5’ non-traduites de

l’ARNm. Ce transcrit plus long, représentant environ 25% des ARNm POMC, code donc

pour le même polypeptide et existe chez le rat et l’humain mais est absent chez le porc

(256,351).

L’ARNm de POMC retrouvé dans l’hypophyse et dans les macrophages mesure

environ 1100 ut chez le rat (50). Le transcrit retrouvé dans le noyau arqué de

l’hypothalamus mesure lui 1300 nt; la différence étant due à une queue de poly-(A) de

200 ut plus longue que celle du transcrit hypophysaire. Outre cette différence, les deux

transcrits sont identiques et encodent le même polypeptide (207). Plusieurs tissus

périphériques, de même que certaines régions du cerveau, expriment des transcrit plus

courts variant entre $00 et 1000 nt. Ces transcrit montrent une hétérogénéité dans leurs

extrémités 5’ et résultent d’initiation alternative de la transcription au début de l’exon 3.

Ces ARNm contiennent la séquence de la majorité des peptides dérivés de POMC, mais

ils sont dépourvus de peptide signal, qui est encodé par l’exon 2 (207,256). Donc, bien

qu’il soit traduit, le polypeptide produit par ces transcrits tronqués ne se rend pas au

réticulum endoplasmique rugueux, et donc les peptides ne peuvent être maturés ni

sécrétés (94). La présence de transcrit normaux, bien qu’en très faible qtlantité, explique

que des peptides dérivés de POMC soit détectables dans ces tissus (256). Mentionnons

enfin que des sites d’initiation de la transcription en amont du site +1 ont été détectés

chez la souris, le rat et l’humain, et la proportion des ARNm provenant de ces sites

semblent être sous régulation hormonale (114,5 14).
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1.1.3.2 POMC et peptides dérivés

La POMC est d’abord exprimée sous forme de pré-prohormone, la pré-POMC

(voir figure 1 .1). Une fois synthétisée dans le réticulum endoplasmique, la pré-POMC est

transportée vers l’appareil de Golgi où elle sera séparée des autres protéines et

emmagasinée dans des granules de sécrétion immatures de la voie de sécrétion régulée.

Une fois le peptide-signal de 26 aa clivé, POMC est un polypeptide de 241 aa. Les

enzymes nécessaires à la maturation sont co-emmagasinées dans les granules, où POMC

est clivée par des endoprotéases spécifiques, les prohormones convertases (PCs), qui

reconnaissent les sites formés de deux acides aminés basiques; soit KK, KR, RK et RR.

L’expression différentielle des PCs dans les divers tissus exprimant la POMC

déterminera quels peptides y seront produits. Une fois les peptides libérés, une

exopeptidase, la carboxypeptidase E, enlève les résidus basiques afin de générer les

peptides actifs. De plus, les peptides pourront subir des modifications qui moduleront

leurs activités biologiques tel l’acétylation, l’amidation, la phosphorylation, la

glycolysation et la sulfatation (74,442). S’ensuit la maturation des granules, puis les

peptides stockés sont relâchés en réponse à la stimulation par les sécrétagogues (297).

L’ACTH, qui est produite et secrétée par le lobe antérieur, est un polypeptide de

39 acides aminés compris entre les sites d’hydrolyse 4 et 7 de POMC (ACTH139). Des

études de structure-fonction ont révélé que l’ACTH comporte trois domaines le message

corticostimulateur est codé par les aa 1 à 10, les aa 11 au 24 fonnent la partie reconnue

par le récepteur et les aa 25 au 39 composent le domaine extérieur responsable de

l’antigénicité et de la liaison avec les protéines du plasma. Dans le lobe intermédiaire,

l’hydrolyse du site 5 de l’ACTH139 libère l’Œ-MSH113 et celle du site 6 le CLfP18.39

(cortotropin Ïike intermediate lobe peptide). La fonction physiologique du peptide CLIP,

découvert dans le pars intermedia de rat et de porc, reste à être définie. Cependant, dans

le noyau arqué de l’hypothalamus, CLfP1839 semble posséder des propriétés

hypnogéniques (80) et il a été démontré que la forme phosphorylée de CLIP (Ph-CLIP)

est importante pour ses effets sur le sommeil paradoxal (53).

La partie N-terminale de la big-ACTH (aussi appelée pro-7-MSH) est le

précurseur de la -y-MSH (26 aa entre les sites 1 et 3), qui sera ensuite clivée pour donner
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la y1-MSH et la y2-MSH (11 etl2 aa respectivement, entre les sites 1 et 2). Récemment, il

a été proposé que la partie N-tenninale de la pro-7-MSH (N-P0MC132) est en fait

responsable des effets mitogéniques dans le cortex surrénalien des peptides dérivés de

POMC, un rôle traditionnellement attribué à l’ACTH. Selon Bicknell et cou., le fragment

N-POMC12, pour lequel un récepteur potentiel a été identifié, serait libéré à partir de

pro-y-MSH par une sérine protéase exprimée exclusivement dans le cortex smrénalien

(39,40). Le clivage au site 3 libère également le peptide JP (Joining FepticÏe) auquel

traditionnellement aucun rôle physiologique n’avait été attribué, en partie à cause de la

grande variabilité de sa séquence chez les mammifères (322). Toutefois, plusieurs études

ont suggéré une fonction dans les surrénales. Ainsi, il a été montré que le peptide JP

stimule la production de cortisol, androsténedione, aldostérone et DHEA (en synergie

avec l’ACTH) dans des préparations cellulaires de surrénales humaines (95,326), tandis

qu’un rôle potentiel dans la production d’androgènes reste controversé (322).

La partie COOH-terminale de la POMC est le précurseur des lipotropines t3-LPH

(= 91 aa après le site 7) et par la suite ‘y-LPH ( 5$ aa entre les sites 7 et 9), dont la

protéolyse génère la -MSH (= 22 aa entre les sites $ et 9). Les lipotropines sont des

hormones sécrétées par l’hypophyse antérieure dont le rôle physiologique reste à définir,

mais qtii pourraient avoir un effet sur la mobilisation des graisses. En effet, il a été

démontré que la t3-LPH possède une forte activité adipocinétique (55,402). Le clivage de

la 3-LPH libère également les f3-endorphines; soit la j-END131 (= 31 aa après le site 9)

dont la partie NH2-terminale donne les y-endorphine (1 7aa) et a-endorphine (1 6aa). Les

endorphines sont des peptides opioïdes sécrétés par le système nerveux central. L’activité

biologique des a-endorphines dépend de protéolyses additionnelles de même que de

l’acétylation du N—terminal. Ainsi, la -END177, issue du clivage au site 10, produit un

peptide possédant une forte activité antagoniste sur le récepteur aux opiacés. De plus,

l’acétylation du N-terminal de la 3-END131 de même que la protéolyse aux résidus

tyrosines des a- et y-endorphines génèrent de nombreux peptides dépourvus d’effets

opioïdes; en effet c’est lextérnité N-terminale (les cinq premiers acides aminés) ou

enképhaline de la fl-END13 qui lui confère la fonction d’opioïde naturel (117,460).

C
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Figure 1.1: Le gène POMC et ses peptides dérivés



22

1.1.3.3 Distribution tissulaire de POMC et peptides dérivés

La POMC est principalement exprimée dans les corticotropes et les mélanotropes

de l’hypophyse, de même que dans certaines régions du système nerveux central,

notamment le noyau arqué de l’hypothalamus (74,302,447). PCi, est la seule convertase

fortement exprimée dans les corticotropes, qui clivera la prohormone d’abord au site 7,

générant la fl-LPH et la big-ACTH (voir figure 1.1) (35,428). Après cette première

hydrolyse, la big-ACTH a encore une masse de 16 kilodaltons. Une deuxième coupure au

site 4 libère ensuite la pro-7-MSH et l’ACTH. La présence de multiples convertases dans

les autres tissus exprimant la POMC explique que seules les corticotropes sécrètent

l’ACTH. Ainsi, la présence de PC2 et PCI dans les mélanotropes entrafne le clivage

additionnel de l’ACTH en CLIP et a-MSH. PC2 hydrolyse aussi la -LPH pour donner la

“y-LPH et la 3-END131 et clive la pro-’y-MSH pour libérer les ‘y-MSH. De plus, dans les

mélanotropes l’Œ-MSH et les a-endorphines sont acétylées, ce qui augmente les

propriétés mélanotropiques de l’a-MSH mais diminue les effets opioïdes des -

endorphines. Les neurones exprimant POMC dans l’hypothalamus expriment également

Ç PCi et PC2, mais en plus ils expriment d’autres protéases telles PACE4 et PCE, générant

ainsi non seulement les mêmes peptides que le lobe intermédiaire, mais également les

nombreuses variantes des i3-endorphines (38$). L’Œ-MSH et la y-MSH produites

localement par l’hypothalamus agissent via les récepteurs MC4-R et MC3-R

respectivement et jouent des rôles essentiels dans le contrôle de l’appétit et dans la

régulation de l’homéostasie énergétique.

POMC est également exprimée à différents niveaux dans une myriade de tissus

périphériques. Entre autre, plusieurs types de cellules de la peau expriment le CRH et des

peptides dérivés de POMC et il a été proposé que ceci constitue un système de réponse

locale au stress (440,447). Les keratinocytes notamment expriment POMC en réponse à

l’interleukine IL-1 et aux rayons UV. Dans le système nerveux central, outre

l’hypothalannts, POMC est aussi exprimé dans le noyau du faisceau solitaire du bulbe

rachidien. Dans les lymphocytes et les macrophages, l’ACTH1.39 (ainsi que diverses

fonnes tronquées) et les a-, - et 7-endorphines sont exprimé dépendamment de la nature

du stimulus. Dans les parois intestinales et le duodénum, POMC est maturée en Œ-MSH,

et le petit intestin produit les 3-endorphines. POMC est également faiblement exprimée
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dans la médullosulTénale, les ovaires, les testicules (cellules de Leydig), les reins, les

cardiomyocytes et les poumons (302,447). Enfin, POMC est exprimée dans plusieurs

tissus pathologiques, entraînant parfois l’expression ectopique d ‘ACTH responsable du

syndrome de Cushing (461). Les sources les plus communes d’expression ectopique

d’ACTH sont les carcinomes pulmonaires à petites cellules (27%), les tumeurs

carcinoïdes des bronches (21%), les tumeurs des cellules d’îlots de Langerhans du

pancréas (16%), les tumeurs carcinoïdes du thymus (10%), de même que certains

phéochromocytomes et neuroblastomes (37).

Des indices sur l’importance relative des divers peptides dérivés de POMC sont

venus de l’analyse des souris POMC’ ainsi que de l’identification de patients portant des

mutations dans le gène humain. Il semblerait donc que ce soit les rôles de 1’ACTH sur les

surrénales ainsi que ceux des hormones mélanotropes dans l’hypothalamus et la peau qui

sont les plus importants, puisque autant les humains que les souris affectées présentent

des problèmes de développement et d’insuffisance surrénales, d’obésité et de

pigmentation (246,534).

1.1.3.4 La régulation de l’expression de 1’ACTH dans les corticotropes

L’expression d’ACTH par les corticotropes est assujettie à une régulation

complexe par une variété d’hormones et de neuropeptides. Ces facteurs agissent de

manière biphasique; leurs effets (stimulateurs ou inhibiteurs) précoces passent par la

régulation de la sécrétion de 1’ACTH, tandis que leurs effets plus tardifs (ou adaptatifs)

impliquent des mécanismes génomiques, notamment la régulation transcriptionelle de

POMC. Les prochains paragraphes porteront essentiellement sur la régulation de la

sécrétion de l’ACTH, puisque la régulation transcriptionelle de POMC sera traitée in

extenso plus bas (section 1.4).

1.1.3.4.1 Les facteurs stimulant la sécrétion d’ACTE!

Le principal sécrétagogue de l’ACTH est bien sûr le CRH (d’où le nom de

Corticotropin Releasing Hormone ). Bien qu’il était connu depuis les travaux de Harris

qu’un facteur hypothalarnique régulait la sécrétion de l’ACTH hypophysaire, ce n’est

qu’en 1981 que Vale et coll. ont isolé et caractérisé cette hormone peptidique de 41 aa



24

(482). Le CRH agit via son récepteur couplé aux protéines G pour induire la production

d’AiMPc, activer la kinase PKA et provoquer l’entrée de calcium extracellulaire (voir

section 1.4.3.1 poul- mécanismes). L’implication de PKA dans la sécrétion de l’ACTH a

été démontré par la transfection de PKI, un inhibiteur peptidique très sélectif de PKA, qui

bloque la sécrétion d’ACTH induite par le CR11 dans les cellules AtT-20 (401).

Les études initiales ont permis d’identifier plusieurs hormones qui, bien que ne

possédant qu’une faible activité sécrétagogue intrinsèque, ont en commun la propriété de

rehausser fortement les effets du CR11 sur la sécrétion d’ACTH hypophysaire; il s’agit

des hormones neurohypophysaires vasopressine (AVP) et ocytocine (OT) ainsi que

l’angiotensine II (AIl) (149,157,161,483). L’action de l’AVP est la mieux caractérisée;

ainsi, contrairement au CRH, les effets de l’AVP passent par la mobilisation du système

IP3/Ca intracellulaire et l’activation subséquente de la PKC qui est requise pour

observer les effets synergiques avec le CR11 (5,69). Moins bien caractérisés, les effets de

l’Ail et de l’OT semblent également impliquer la voie PKC (5,291). Bien que l’AVP,

l’AIT, l’OT et le PMA (un activateur de la voie PKC) ne stimulent pas directement la

Q formation d’AMPc (8), ces hormones potentialisent l’accumulation d’AMPc

intracellulaire induite par le CR11 (6,157,423). Il a été proposé que cet effet est dû à une

inhibition de la phosphodiestérase par un mécanisme nécessitant l’activation de la PKC

(6). L’AVP potentialise aussi l’effet du CRH en augmentant le nombre de cellules

corticotropes exprimant l’ACTH et il a été proposé que l’AVP et l’Ail facilitent la liaison

du CRH à son récepteur (90).

Que ce soit par l’entremise de la voie AMPc/PKA ou 1P3/PKC, la sécrétion

d’ACTH requiert la mobilisation du calcium afin d’en augmenter la concentration

intracellulaire. Ainsi, des études ont montré que dans tin milieu exempt de Ca2, la

sécrétion d’ACTH induite par le CRH ou l’AVP/OT/AII est fortement réprimée

(515,516). Le CRH induit principalement l’entrée de calcium extracellulaire, tandis que

I’AVP et I’OT induisent plutôt le relâchement de Ca2 stocké dans des vésicules

intracellulaires sensibles à l’P3 (291,515). Le calcium extracellulaire est aussi important

pour la phase de sécrétion soutenue induite par l’AVP et régtilée par la voie PKC (357).

Quant à la synergie entre le CR11 et l’AVP, elle est observable même en absence

complète d’ions Ca2 mais requiert absolument l’activation de P et de PKC (357,5 15).
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De nombreuses autres hormones pouvant aussi moduler la sécrétion de Ï’ACTH

ont été identifiées. Les catécholamines épinéphrine et norépinéphrine potentialisent elles

aussi les effets du CR}{ (156,4$ 1,483) et ce en agissant autant par les récepteurs de types

a- que t3-adrénergiques (16,156). Les mécanismes d’action des catécholamines pourraient

toutefois différer puisqu’il a été rapporté que l’épinéphrine stimule l’accumulation

d’AMPc tandis que la norépinéphrine en diminue les niveaux intracellulaires (8,16). La

cholecystokinine (CCK-8) synergise également avec le CRH et son action requiert la

mobilisation de calcium (384,400,483). Parmi les autres sécrétagogues, mentionnons l’a

MSH et la -MSH qui peuvent stimuler la sécrétion d’ACTH de manière synergique

avec l’AVP (292), les hormones peptidiques de la famille glucagonlsécrétine VIP et

PACAP (350) ainsi que divers sulphonylurées (329). La cytokine LIF semble également

être un modulateur important de l’axe HPA et il a été démontré que le LIF et le CRE

synergisent pour stimuler la sécrétion d’ACTH (397). De plus, d’autres cytokines tels les

interleukines IL-11, IL-1, IL-6 et INf’y stimulent également la sécrétion d’ACTH

(22,222).

1.1.3.4.2 Les facteurs inhibant la sécrétion d’ACTE!

Les Gc produits par les surrénales sont eux aussi d’importants régulateurs des

niveaux d’ACTH sanguin. En effet, les Gc inhibent la sécrétion d’ACTH hypophysaire

par une boucle de rétroaction négative qui régule l’axe HPA. Des études ont montré que

les Gc, bien qu’affectant les niveaux de base de sécrétion, inhibent surtout l’activité

induite par les principaux sécrétagogues, dont le CRH et l’AVP (437). Les mécanismes

sous-jacents à cette inhibition restent toutefois mal définis. En effet, des résultats

contradictoires ont été rapportés quant à l’effet des Gc sur l’accumulation d’AMPc

induite par le CRH (41,158), de même que sur la nécessité de synthèse protéique de novo

induite par les Gc (4,113). Il semblerait toutefois que les Gc inhibent la sécrétion

d’ACTH en agissant au niveau de la mobilisation de calcium induite par les voies PKA et

PKC (437). Ceci est appuyé par l’observation que les Gc ne renversent pas la sécrétion

d’ACTH induite par le calcium ionophore A23 187 (325).

D’autres hormones ayant des effets inhibiteurs sur la sécrétion d’ACTH induite

par le CRI-I ont également été identifiées. Ainsi, il a été démontré que la sornatostatine
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pouvait inhiber la sécrétion d’ACTH en empêchant la production d’AMPc (26). Une

inhibition de la sécrétion d’ACTH induite par le CRH sans effet sur la production

d’AMPc a été rapportée pour le peptide vasoactif adrenornédulline (170), tandis que les

peptides natriurétiques ANF, BNP et CNP semblent inhiber la sécrétion d’ACTH en

augmentant les niveaux de GMPc intracellulaires (41$).

1.2 Mécanismes de transcription basale et histo-spécifique de POMC

De nombreuses études portant sur les séquences régulatrices du gène POMC ont

permis de disséquer l’architecture de son promoteur. Ces études ont mené directement à

l’identification de nombreux facteurs nécessaires à la transcription basale du gène, à la

spécificité d’expression tisstdaire, ainsi qu’à la réponse hormonale de POMC. Cette

section portera sur les deux premiers aspects, en insistant sur les factetirs conférant la

spécificité d’expression spatio-temporelle.

1.2.1 Le promoteur du gène POMC

Les premiers efforts de caractérisation des séquences promotrices du gène POMC

ont porté sur le gène humain (324). Ainsi, Mishina et coll. ont d’abord montré qu’une

fusion du gène complet au vecteur SV4O permet de produire dans les cellules COS un

ARNm identique à celui présent dans les corticotropes. Les auteurs de cette étude ont

ensuite utilisé le gène rapporteur TK sous le contrôle des premiers 685 nt de la région 5’

flanquante en plus des 65 nt de l’exon 1 du gène POMC (désigité -6851+65), de même

qu’une série de délétions 5’, afin de définir les séquences minimales requises pour obtenir

une activité transcriptionelle adéquate. Ainsi, dans les cellules COS, les 95 premiers nt (-
95/+65) suffisent pour produire un ARNm initié au bon site et l’activité de cette délétion

est similaire à celle de la construction pleine longueur. Ces auteurs ont de plus identifié

une boîte TATA, dont la séquence est proche du consensus, entre les nucléotides -35 et -

22, qui est essentielle pour la transcription appropriée du gène aussi bien en transfection

transitoire en cellules eucaryotes que dans un système de transcription in vitro (324,347).

Afin de définir les séquences du promoteur requises pour l’expression histo

spécifique de POMC, Jeannotte et col!, ont utilisé divers plasmides où le gène-rapporteur
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Q néo est sous le contrôle des séquences flanquantes du site d’initiation, soit une

construction pleine longueur (-45001+63) ainsi qu’une série de délétions 5’ (20$). En

comparant l’activité relative de ces constructions dans les cellules AtT-20 ou dans les

cellules L (d’origine fibroblastique), les auteurs ont déterminé que les 480 premiers nt en

amont du site d’initiation suffisent pour conférer une activité transcriptionelle maximale

et spécifique aux corticotropes. Cette étude à également permis d’identifier les séquences

distales (entre -480 et -323) et proximales (entre -166 et -34) dont la délétion réduisent

fortement l’activité du promoteur dans les AtT-20 (208).

Une analyse plus détaillée du promoteur utilisant la même approche, soit la

transfection de rapporteurs POMC dans diverses lignées cellulaires, a ensuite permis

d’identifier trois domaines fonctionnels distincts dans la région -480 à -34 flanquant le

promoteur minimal (-34/+63) (208,464,465):

• Le domaine proximal PE (-166/-34) confère une activité transcriptionelle

indépendamment de la présence des autres domaines et rehausse l’activité d’un

promoteur hétérologue. De plus, contrairement aux autres domaines, il est actif

dans des lignées cellulaires de diverses origines, ce qui suggère qu’il recrute des

facteurs ubiquitaires et donc contribue peu ou pas à la spécificité tissulaire de

POMC.

• Le domaine central CE (-323/-166) peut aussi conférer une activité

transcriptionelle lorsque isolé, mais c’est en combinaison avec le domaine distal

(en présence ou non du PE) qu’il agit en synergie pour donner une forte

expression de POMC spécifiquement dans les cellules AtT-20. Étonnamment, les

activités du CE et du PE ne sont pas additives, et il a été suggéré que cela est dû à

l’utilisation d’ éléments redondants dans le promoteur.

• Le domaine distal DE (-480/-323) est peu actif en soi, mais son action synergique

avec le CE est indispensable pour obtenir l’activité maximale et spécifique du

promoteur.

Ces résultats, obtenus à l’aide du modèle cellulaire AtT-20, ont pour la plupart été

confirmés in vivo grâce à des souris transgéniques. Ainsi, Hammer et coil. ont dérivé

plusieurs lignées transgéniques portant des gènes-rapporteurs dirigés par le promoteur de

POMC et l’analyse de celles-ci a révélé que la région -480/+64 du promoteur est
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suffisante pour spécifier l’expression hypophysaire de POMC. Ces souris n’expriment

POMC que dans les corticotropes et les mélanotropes, et aucune expression n’est

détectable dans l’hypothalamus ou l’appareil reproducteur (173). L’importance du DE

pour l’expression spatio-temporel adéquate de POMC a également été démontrée par

transgénèse. En effet, tandis que 100% des souris ayant intégré une construction dirigée

par le promoteur -480/±63 expriment le transgène dans l’hypophyse, seulement 50% (4

lignées sur 8) le font en absence du DE (293). De plus, ces souris n’expriment le

transgène, dirigé par les séquences -323/-34, qu’à partir du jour e 14.5, soit environ deux

jours après POMC. Plus récemment, Poulin et cou, ont montré à l’aide de souris

transgéniques que l’activité du promoteur dépourvu de DE était 1000 fois plus faible que

celle du promoteur intact (-4801+63) dans les lobes proximal et intermédiaire (386). Liu

et colI. ont quant à eux démontré qu’en absence des régions CE+DE, aucune lignée (0/19)

n’exprime le transgène dans l’hypophyse (293). De plus, ces mêmes auteurs ont identifié

plusieurs sous-régions importantes dans le domaine CE du promoteur POMC requises

pour diriger l’expression appropriée des transgènes (293,294).

En somme, ces études ont permis de disséquer le promoteur de POMC et de

définir deux composantes majeures dans la région -480/+63; soit le domaine proxirnal qui

semble conférer une activité de base au promoteur mais qui ne contribue pas à

l’expression histo-spécifique, et puis les domaines distal et central qui agissent en

synergie et qui spécifient l’expression hypophysaire de POMC. De plus, chacun de ces

domaines contient des éléments qui contribuent à l’expression régulée de POMC. Ces

éléments de même que les facteurs qui les lient seront abordés plus loin (voir section 1.4).

À ce jour, peu est connu quant aux séquences promotrices requises pour diriger

l’expression extra-hypophysaire de POMC. Un début de réponse a toutefois été obtenu en

ce qui concerne l’expression de POMC dans le système nerveux central. En effet, il a été

démontré qu’un transgène dirigé par un fragment de 11 kb correspondant aux séquences

5’ situées entre -2kb et -13kb du gène POMC confère l’expression spécifique aux

neurones du noyau arqué de l’hypothalamus et du noyau du tractus solitaire. De plus, ce

fragment confère une expression temporelle ainsi qu’ une régulation hormonale identique

à celle du gène POMC endogène (386).
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G Finalement, ajoutons qu’un mécanisme épigénétique semble également participer

à la régulation de l’expression histo-spécifique de POMC. En effet, il a été montré que la

région -480/+63 de POMC, qui fait partie d’un flot CpG, est méthylée dans les tissus

n’exprimant pas POMC et spécifiquement déméthylée dans les tissus qui normalement

l’expriment de même que dans certaines tumeurs sécrétant l’ACTH (344). Or la

méthylation des cytosines est un moyen efficace de réprimer l’expression génique et ce

type de modification de l’ADN est d’ailleurs normalement associé à la chromatine

condensée. Notons qu’il s’agit d’un cas quasi unique, puisque les promoteurs faisant

partie d’îlot CpG sont normalement exempts de méthylation dans les cellules somatiques.

Un dérèglement de ce mécanisme de répression pourrait expliquer l’expression ectopique

de POMC souvent observée chez des patients atteint du syndrome de Cushing (343).

1.2.2 Facteurs régulant la transcription de base de POMC

Depuis la fin des années 1980s, diverses études ont permis d’identifier un grand

nombre d’éléments régulateurs dans le promoteur de POMC. Parmi celles-ci, une analyse

exhaustive du promoteur par empreinte à la nucléase (footprinting), retardement sur gel et

mutagenèse du promoteur, a permis à Therrien et Drouin d’identifier plus d’une dizaine

de sites occupés par des facteurs de transcription et importants pour l’activité de base du

promoteur (464). D’autres études similaires, effectuées par Liu et coll., ont permis de

compléter le portrait du promoteur de POMC de rat (293,294), tandis que l’analyse du

promoteur de POMC humain a largement confirmé ces résultats (244,47 7). À la lumière

de ces études, la transcription basale de POMC est donc régulée par une multitude de

facteurs qui semblent tous contribuer à l’activité globale du promoteur. Les prochains

paragraphes porteront sur les principaux éléments et facteurs identifiés comme étant

importants pour la transcription basale de POMC et ceux-ci sont représentés à la figure

1.2. Notons que la nomenclature utilisée pour décrire ces éléments est celle employée par

Therrien et Drouin (464) et que certains éléments importants pour l’activité basale

semblent également impliqués dans l’activité régulée et seront traités à la section 1.4.

Les expériences d’empreintes à la DNAse I ont identifié quatre sous-domaines

dans la partie proxirnale PE du promoteur dont la longueur semble varier légèrement

dépendamment des conditions expérimentales utilisées (293,464). Il a été proposé que les
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éléments PE-1 (+25/+32) et PE-3 (-63/-70) soient la cible de facteurs de type COUP-TF,

puisque les empreintes observées dans les AtT-20 peuvent être compétitionées par

l’élément de réponse à COUP du promoteur de l’ovalbumine (464). De pius, ces éléments

peuvent être liés par des facteurs COUP purifiés dans des études de retard sur gel.

Toutefois, seule la mutation de la partie distale de l’élément PE-1 entraîne une diminution

de 30% de l’activité dii promoteur, tandis que celle du PE-3 n’a pas d’effet significatif sur

l’activité (464).

En 1990, Reigel et coll. ont rapporté l’identification d’un facteur liant le

promoteur entre la boîte TATA et le site de la coiffe (+1) qu’ils ont nommé PO-3 (404).

Par interférence à la méthylation et empreinte à la nucléase, ils ont montré que PO-B

reconnaît la séquence située entre -3 et -15 et que la mutation de ce site réduit de 70%

l’activité du promoteur dans les cellules AtT-20 ainsi que dans un système de

transcription in vitro (404). Ces résultats ont ensuite été confirmés par Therrien et Drouin,

puisque le site -3/-15 colTespond à l’empreinte PE-2 et que la mutation de ce site entraîne

également dans leur étude une réduction de 70% de l’activité du promoteur (464). PO-B a

été purifié à partir d’extraits de cellules HeLa et il apparaît sous deux formes, soit de 54

kD et de 56 kD, cette dernière étant peut-être une forme hyperphosphorylée (505). Ainsi,

l’activité de PO-B semble régulée par phosphorylation puisque le traitement à la

phosphatase augmente de 30 fois la liaison à son élément de réponse dans le PE-2 (505).

La facteur PO-B n’est pas spécifique aux corticotropes puisqu’il est présent dans les

cellules HeLa et C127, de même qtie dans les cellules HL-60 non-différenciées, un

modèle de cellules leucémiques promyélocytaires (119). Dans les HL-60, l’activité de

PO-B est régulée négativement par la voie MAPK et il a été montré que cette inhibition

est levée durant la différenciation cellulaire (119). Ces résultats suggèrent que PO-B

pLtisse jouer un rôle dans la transcription régulée de POMC ou durant la différenciation

des corticotropes.

Les domaines proximal et central du promoteur contiennent des séquences GC

riches homologues à l’élément de réponse consensus pour les facteurs Spl. Ces éléments

font partie des empreintes PE-4 et CE-1 et la mutation de chacun de ceux-ci entraîne une

baisse d’environ 40 à 50% de l’activité du promoteur (464). Les complexes liant le PE-4

et le CE-l comigrent sur gel et la liaison du PE-4 peut être compétitiolmée par un excès
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de sonde CE-i (et vice-versa). De pius, ces detix complexes peuvent être compétitionnés

par une sonde Spi consensus, suggérant qtie des facteurs apparentés à Spi ciblent ces

deux éléments dans les corticotropes (464). Ces résultats ont ensuite été corroborés par

Liu et col!, qui ont observé des empreintes colTespondantes aux sites PE-4 et CE-1 (293).

Ils ont démontré par retardement sur gel que le facteur Spi humain purifié peut lier ces

deux sites et qu’un anticorps dirigé contre Spi peut “surretarder” les complexes

protéiques liés atix sites PE-4 et CE-1 (294). De plus, ils ont démontré que Spi se lie aux

sites -136/-146 (PE-4) et -192/-201 (CE-1) du promoteur par interférence à la méthylation

(294).

Liu et colt. ont également identifié biochimiquement un facteur, appelé PP1

(putative Pituitary POMC 1), qui se lie à deux séquences AT-riches dans le domaine

central; soit entre -202/-211 (CE-i) et -253/-262 (CE-2) (294). La mutation

correspondante de chacun de ces sites entraîne une diminution de 60% de l’activité du

promoteur dans l’éttide de Therrien et Drouin (464). L’activité de liaison de PP1 semble

spécifique aux cellLLles exprimant POMC puisqu’elle n’est détectable qu’à partir

d’extraits d’AtT-20 et de tumeurs mélanotropes, mais non de cellules HeLa, GH4 (tumeur

somatotrope hypophysaire) ou hépatique (294). De plus, les sites PP1 semblent

importants pour l’expression hypophysaire de POMC en sotiris transgéniques (294).

Toutefois, PP1 n’a jamais été cloné et son rôle exact dans la régulation de POMC reste à

être défini, d’autant plus qu’il a également été démontré que son site de liaison dans le

CE-2 chevauche celui de Brn3a, un autre activateur transcriptioirnel. Ce dernier est un

facteur de la famille POU essentiel à la différentiation neuronale. Or il a été monté que

Brn3a est présent dans l’hypophyse et les AtT-20, qu’il lie l’élément CE-2 (-256/-266) in

vitro, et qu’il transactive le promoteur POMC dans des cellules hétérologues CV-1 (153).

Brn3a est également un activateur du promoteur du CRH dans l’hypothalmus. Son

expression assez restreinte pourrait suggérer un rôle dans la transcription histo-spécifique

de POMC. Toutefois, il a été démontré que l’expression de Brn3a ne corrèle pas avec

celle de POMC dans une variété de tumeurs neuroendocrines (270).
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PROMOTEUR (r)POMC -480/+63

-i8ogatcttgatt tcacaagact ccatactttc ccaacactgg ggaaatctga tgcgtaacag

-40accccctcct cattaggat atttacctcc aaatgccgg agcagatg gacgcacaca

Facteurs Nur STATI/3 NeuroDi

-360 ggtaattcca ctccattctg taagacctca gaactaggcc tgc4tcacac_caggatgd
Tpit

300agcctctgtc cagtcctgag tggagatcca acagjcat+t taattaagt cctcctgacc

Pitx Brn3a PP1

-?4oaccggggcca ggtgtgcgct tcagcgggtc tgtgctaac ccagcctccb cactttccag

PP1 Spi

-J$Ogcacatcjtgc tgtgcgcgcaj gccccgaccg ggaa}gccccc_cctccjcgcgg cccgccgccc

PCRII-REB-i

-]2occcttcgcgt ggccggggat tcgcttgttg cgttgcagaa gcgctgCCg gaaggtcaDg

NGFI-B

-60tccaggctc acccacccaa ccctgcagt_ataa4agaag agag4agagt gacagggcc

nGRE Boîte TATA PO-B

+1 gggagg cgacggagga gaaagaggt_taggagcag tgactagag aggccactga

COUP-TF AP-1

CREB
±61 aca ±63

Figure 1.2: Le promoteur POMC de rat
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1.2.3 Facteurs régulant la spécificité tissulaire de POMC

L’analyse du promoteur a révélé que la synergie entre les domaines central et

distal est à la base de la spécificité tissulaire de l’expression de POMC. Des études

subséquentes ont permis de circonscrire detix courtes séquences pouvant récapituler la

spécificité d’expression de POMC; soit les séquences DE-2 dans le domaine distal et CE-

3 dans le domaine central (259,465). Ces observations ont mené à l’identification de

facteurs spécifiques aux corticotropes (et/ou aux mélanotropes), qui reconnaissent ces

séquences et confèrent l’expression histo-spécifique de POMC. Ceci est leur histoire...

1.2.3.1 Le facteur bIILH NeuroDi

Au cours de la dissection initiale du promoteur, Therrien et Drouin ont identifié

trois éléments fonctionnels dans le domaine distal, désignés DE-1,-2 et -3. Afin de

détenniner lequel confère l’activité spécifique aux corticotropes, ces éléments ont été

isolés et testés en combinaison avec le domaine central. Des trois, seul l’élément DE-2

reconstitue l’activité synergique avec le domaine central dans la lignée AtT-20 (465).

L’étude plus détaillée de cet élément a permis d’identifier le motif DE-2C comme étant

principalement responsable de l’activité du DE-2. L’analyse par nuttagenèse du DE-2C a

finalement mis en évidence la séquence GCAGATGG, située en position -370/-377 du

promoteur de rat, qui est essentielle à l’activité histo-spécifique du DE-2C (465). Cette

séquence est également importante pour l’activité globale du promoteur puisque

l’introduction d’une mutation ponctuelle a le même effet que la délétion complète du

domaine distal (386). Or, cette séquence contient le motif NCANNTGN, appelé bofte E,

qui est reconnu par les facteurs de transcription de la famille bHLH. Ces facteurs

contiennent un domaine riche en acides aminés basiques suivi d’une séquence conservée

d’environ 60 aa, nommée domaine HLH, formée de deux hélices a séparées par une

boucle. La liaison à l’ADN s’effectue au niveau du domaine basique, tandis que le

domaine HLH sert d’interface de dirnérisation. En effet, les bHLH à expression tissu

spécifique (classe B) ne peuvent lier l’ADN que sous forme d’hétérodimères avec un

bHLH à distribution ubiquitaire (classe A), qtii eux toutefois peuvent agir sous forme

d’homodimères (263).
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Outre la présence d’une boîte E, plusieurs autres observations ont suggéré que le

complexe présent dans les AtT-20 liant spécifiquement le DE-2C, appelé CUTE (pour

Corticotroph Upstream Transcription Elernent-binding), était constitué d ‘hétérodirnères

de factetirs bHLH. Ainsi, le facteur Id, qui agit en tant que dominant négatif des bHLH,

réprime l’activité transcriptionelle du promoteur et du domaine distal et bloque la liaison

du complexe CUTE au DE-2C. De plus, la migration sur gel dti complexe CUTE peut

aussi être “sulTetardée” par un anticorps anti-E47 (Pan2), un bHLH de classe A, tandis

que la surexpression de E47 stimule l’activité transcriptionelle du promoteur (465).

NetiroDi, également connu sous le nom de Beta2, est un bHLH à expression

restreinte impliqué dans le développement des cellules endocrines de l’intestin et du

pancréas ainsi que de certains types de neurones (272,336,341). Or, la présence d’une

boîte E similaire à celle du DE-2C dans le promoteur de l’insuline, un gène régulé par

NeuroDl, a suggéré que ce facteur puisse aussi cibler POMC. Poulin et col!, ont testé

cette hypothèse et ils ont démontré que NeuroDl est présent dans le complexe CUTE en

association avec une variété de bHLH ubiquitaires (387). De plias, ils ont montré que seul

tin hétérodimère contenant NeuroDi est capable de lier le DE-2C, et que la présence de

ce facteur est requise (en plus de celle d’un bHLH ubiquitaire) pour obtenir une activité

transcriptionelle dépendante dti DE-2C (387).

NeuroDi est présent dans les AtT-20 et son ARNrn colocalise avec l’ACTH dans

l’hypophyse antérieure adulte (387). Toutefois, en immunohistochimie, la protéine ne

semble être exprimée qu’entre les jotirs e12 et e15, et ce exclusivement dans les

corticotropes (et non dans les mélanotropes) (386). Étant donné son expression transitoire

qui précède de 0.5 jour celle de POMC, il a été proposé que NeuroDi puisse jouer un rôle

durant la différenciation corticotrope. Ce mécanisme impliquerait qu’après le jour e15, un

autre bHLH apparenté prenne le relais pour maintenir l’expression histo-spécifique de

POMC, rappelant ainsi la cascade de bHLH observée au cours du développement

musculaire. Une telle cascade proneurale existe chez la souris dans les progéniteurs de

neurones olfactifs où l’expression de Mashi précède celle de neurogenini, qui elle-même

précède celle de NeuroDl (75). Cette hypothèse est supportée par l’analyse des souris

NeuroDL’ qui présentent un retard dans l’apparition des corticotropes, mais chez qui

l’expression de POMC au jour e17.5 n’est pas affectée (295). Ces observations suggèrent
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la présence de facteurs pouvant compenser pour l’absence de NeuroDi, mais qui

n’apparaissent dans les corticotropes qu’à partir du jour e15. Chez l’humain, bien que la

séquence CANNTG se retrouve dans le DE-2C, les nucléotides adjacents ne sont pas

conservés. Or, ceux-ci sont également importants pour la liaison de NeuroDi. Toutefois,

la protéine NeuroDi est présente dans les corticotropes adultes ainsi que dans des

tumeurs exprimant I ‘ACTH (360).

Qu’en est-il des autres tissus exprimant POMC? Notons que dans l’hypothalamus,

un autre bHLH neurogénique, soit Nhlh2 (NSCL2), est exprimé dans une sous-population

(30%) de neurones du noyau arqué exprimant POMC (345) et que les souris ayant subi

l’ablation génique de Nhlh2 montrent une baisse des niveaux d’ARNm de POMC ainsi

que des niveaux moindre d’ACTH (165). Ceci suggère donc qu’il puisse exister d’autres

bHLH qui remplacent NeuroDi dans les différents sites d’expression de POMC.

1.2.3.2 Les homéoprotéines Pitx

La quête des éléments et facteurs qui confèrent l’expression histo-spécifique de

POMC s’est ensuite concentrée sur le domaine central. Par analyse génétique, il a été

déterminé qu’un élément situé à l’extrémité 5’ du CE, baptisé CE-3 (-287/-322), est

important pour l’activité transcriptionelle du promoteur dans les AtT-20 puisque sa

délétion entraîne une diminution de 85% de l’activité (259). De plus, il a été montré que

le CE-3 est suffisant pour reconstituer la synergie transcriptionelle avec le DE-2C, et ce

spécifiquement dans les corticotropes. Lamonerie et coll. ont donc criblé une banque

d’expression d’AtT-20 à l’aide du CE-3 et ils ont ainsi cloné une nouvelle protéine de

315 aa, contenant une homéodornaine, qu’ils ont nommé Ptxl (Pitxl) (259). L’analyse de

la séquence de l’hornéodomaine de Pitxl a révélé qu’il fait partie de la grande classe

«paired» de gènes à homéoboftes. Plus spécifiquement, Pitxl se distingue par la

présence d’une lysine en position 9 de la troisième hélice (dite de reconnaissance), soit le
501èrne résidu de l’homéodomaine, qui caractérise la sous-famille bicoïde de facteurs à

hornéodornaine. Chez les mammifères, cette sous-famille inclut également les facteurs

Otx-1/2 et goosecoïde, qui présentent une identité de 62% et 53% respectivement dans

l’hornéodomaine. Subséquemment, Pitxl a également été cloné en tant que facteur

C interagissant avec Pit-1 (457). De plus, deux nouveaux facteurs dont l’hornéodomaine est
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hautement homologue à Pitxl ont été identifiés, soit Pitx2 (95%) et Pitx3 (93%). Pitx2 a

été identifié par clonage positionnel chez l’humain en tant que gène responsable du

syndrome de Rieger, une malformation cranio-faciale (429). Pitx3 a été cloné

indépendamment soit par homologie avec les deux premiers (430) ou soit en tant que

gène exprimé spécifiquement dans le cerveau (441). Outre l’hypophyse, PitxÏ est

exprimé spécifiquement dans les membres inférieurs, tandis que Pitx2 contrôle

l’asymétrie gauche/droite durant l’embryogenèse. Pitx3 n’est quant à lui exprimé que

dans l’oeil et dans le mésencéphale, où il semble requis pour la survie d’une sous-

population de neurones dopaminergiques qui dégénèrent dans la maladie de Parkinson

(485).

Il a été montré que Pitxl rehausse l’activité du promoteur POMC, ainsi que celle

d’un rapporteur contenant simplement l’élément CE-3, autant dans une lignée cellulaire

hétérologue que dans les AtT-20 (259). L’analyse du CE-3 a révélé la présence d’une

séquence très semblable à celle recomnie par le facteur bicoïde dans le promoteur du gène

httnchbctck; soit le motif TAATCC (TAAGCC dans le CE-3, situé entre -302 et -297).

Dans ce motif, ce sont les cytosines qui confèrent la spécificité de liaison, en particulier

l’avant-dernière qui est reconnue par la lysine 50 de l’homéodornaine (121,507). Pitxl lie

le CE-3 in vitro sous forme de monomère, et tel qu’attendu, la mutation du motif

TAAGCC abolit la liaison. De plus, l’intégralité de cette cible est requise pour observer

les effets transcriptionnels de Pitxl, puisque la mutation du motif abolit également la

capacité de Pitxl à transactiver le promoteur POMC (ou le CE-3 isolé) (259,3 86). La

fonction de Pitxl (ou d’un facteur apparenté) semble être conservée chez l’humain

puisque le site CE-3 est conservé et important pour l’activité du promoteur POMC dans

les cellules DMS-79 (344).

Pitxl joue un rôle central dans la transcription de POMC par le biais de ses

interactions protéine:protéine. Ainsi, Pitxl collabore avec les hétérodimères de bHLH

contenant NeuroD 1 pour conférer la synergie entre les domaines central et distal, et les

deux sites sont requis pour observer cette synergie transcriptionelle (386). Plus

spécifiquement, Pitxl interagit physiquement avec le partenaire ubiquitaire tel Panl/2

(E12/E47), tel que démontré in vitro par chrornatographie d’affinité et in vivo par co

immunoprécipitation à partir d’extraits d’AtT-20. Cette interaction requiert le domaine
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bHLH de Pani et l’homéodomaine de Pitxl (386). L’activité de Pitxl sur le promoteur

POMC nécessite également la présence du site de liaison pour le facteur à boîte T Tpit,

situé à quelques paires de base en 5’ du site Pitx (voir section 1.2.3.3) (258).

L’étroite relation entre Pitxl et Tpit (oti NeuroDl/Panl) sur le promoteur POMC

illustre un important aspect de l’action hypophysaire de Pitxl et Pitx2, soit leurs capacités

à activer la transcription en synergie avec d’autres facteurs à expression restreinte. Les

facteurs Pitx jouent ainsi un rôle pan-hypophysaire en activant tin large éventail de

prornotem-s, qui tous contiennent une ou plusieurs cibles TAATCC. Il a été démontré que

les facteurs Pitx interagissent avec le facteur de transcription à doigt de zinc Egr-1 et le

récepteur nucléaire SF-1 pour activer en synergie la transcription du gène LH

(472,474,475). Dans ce cas, il a été démontré que le site Pitx est essentiel à l’activité du

promoteur LHfl (393). Les facteurs Pitx collaborent également avec Pit-1 pour activer de

manière synergique la transcription des gènes GH et PRL (457,474), ainsi qu’avec les

facteurs Lhx pour activer la transcription du gène a-GSU dans les gonadotropes (27). De

plus, il a été montré que les facteurs Pitx activent la transcription d’autres gènes

spécifiques à l’hypophyse tel FSHf3, TSH3 et GnRH-R (le récepteur au GnRH) (473).

L’examen des domaines N- et C-terminal de Pitxl a révélé qu’ils contiennent des

motifs riches en proline et en sérine souvent associés à des domaines d’activation

transcriptionnelle. En effet, il a été montré que ces deux régions flanquant

l’homéodornaine correspondent à des domaines de transactivation indépendants, et que la

présence d’un seul domaine est requise pour conférer une activité transcriptionelle (475).

Toutefois, l’activité de Pitxl sur le promoteur POMC et sur celui de LHj3 dépend

principalement de son domaine C-terminal, suggérant qu’il puisse exister une spécificité

transcriptionelle selon le promoteur ciblé et le contexte cellulaire (349,475). Ces

observations pourraient s’avérer importantes puisqu’il existe 2 isofonnes de Pitxl et 3

isofonnes de Pitx2 provenant de l’utilisation de promoteur alternatif et/ou d’épissage

différentiel et qui diffèrent tous dans leurs extrémités N-terminales (145,473). Il semble

toutefois que la spécificité de liaison à l’ADN, de même que la capacité à activer la

transcription soit similaire entre différents isofonnes de la famille Pitx. Ceci a d’ailleurs

été démontré sur un panel de promoteurs hypophysaires et implique également
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l’interaction synergique observée avec Tpit, NeuroD/Panl, SF-1, Egr-1, et Pit-1

(258,473,474).

Ces dernières observations suggèrent qu’il ptlisse exister une redondance

fonctionnelle entre les différents membres de la famille là où plus d’un membre est

présent. Or, Pitxl et Pitx2 sont co-exprimés dans le stomodeum ainsi que dans ses dérivés

tel la poche de Rathke (260,332), de même que dans la plupart des lignées cellulaires

hypophysaires (474). L’inactivation de Pitxl affecte surtout l’expansion tardive des

lignées thyrotropes et gonadotropes, et provoque des défauts de développement au niveau

cranio-facial et des membres inférieurs (26 1,456). Les souris Pitx2’ présentent de

nombreux anomalies de développement, notamment au niveau de l’hypophyse qui ne

progresse pas au-delà du stade elO.5 et présentent des problèernes de prolifération et de

patterning (146,287). Toutefois, des cellules exprimant POMC subsistent dans les deux

cas, suggérant une redondance fonctionnelle des facteurs Pitx lors de l’ontogénie des

corticotropes.

1.2.3.3 Le facteur à boîte T Tpit

Les études d’inactivation génique ont montré que NeuroDi et Pitxl n’étaient pas

indispensables à la différenciation terminale des corticotropes (453), et inversement, des

expériences de gain-de-fonction par transgenèse ont déterminé que la simple présence de

ces facteurs n’est pas suffisante pour induire la différenciation des corticotropes (résultats

non-publiés). De plus, l’expression pan-hypophysaire de Pitxl exclut la possibilité que

celui-ci soit le seul responsable de l’activité transcriptionelle spécifique aux corticotropes

conférée par le CE-3. Ces résultats ont donc suggéré qu’il existe d’autres facteurs

impliqués dans l’expression histo-spécifique de POMC et dans la différenciation

terminale des corticotropes.

Au cours de l’analyse des séquences actives dti CE3, une séquence contigus au

site reconnu par Pitxl a été identifiée qui lorsque mutée abolit complètement l’activité du

CE3. Or, cette séquence contient le motif TCACACCA, qui correspond (à un nucléotide

près) à un demi-site de l’élément T. Cet élément est reconnu par Brachyury (T) ainsi que

par les autres membres de la famille de facteurs de transcription à boîte T. En se basant

sur cette observation, Lamolet et coll. ont utilisé une banque d’ADNc de cellules AtT-20
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ainsi que des oligonucléotides dégénérés dirigés contre la boîte T potir cloner un nouveau

membre de la famille qu’ils ont judicieusement nommé Tpit (25$).

1.2.3.3.1 Les facteurs de transcription à boîte T

Les facteurs à boîte T constituent une famille de régulateurs transcriptioirnels dont

les membres jouent des rôles cruciaux au cours du développement, aussi bien chez les

vertébrés que chez les invertébrés. Le membre fondateur de la famille est T (tail) ou

Brachyury, qui signifie “queue courte” en grec. La mutation Brachyury a d’abord été

décrite en 1927 par Dobrovolskaïa-Zavadskaa qui a rapporté que les souris hétérozygotes

mutantes présentent une queue plus courte et souvent légèrement tordue (120).

Subséquemment, l’analyse des souris homozygotes a révélé qu’aucune structure

postérieure au somite 7 n’est formée normalement et que, faute de développer un

allantoïs, ces mutants meurent autour du jour elO.5 (89,164,169). Bien que le mutant

Brachyury ait été pendant très longtemps l’un des favoris des généticiens du

développement, ce n’est qu’en 1990 que le gène responsable fut identifié par clonage

positionnel par Hermann et coll. (182).

L’analyse initiale a montré que le gène Brachyury code pour une protéine de 436

aa qui à cette époque ne présentait aucune homologie de séquence avec les familles de

gènes connus, ni même de domaines fonctionnels reconnaissables. On a donc cru un

certain temps que Brachyury était le seul représentant d’une nouvelle classe de gènes.

Cette vision a toutefois due être révisée en 1992 quand il fut rapporté que Brachyury et le

gène optomotor-bÏind (om b) cloné chez la drosophile présentent une grande homologie de

séquence dans l’extrémité N-terminal des deux protéines et que cette région contient un

domaine unique de liaison à l’ADN (378). Puis en 1994, Bollag et col], ont montré qu’il

existe chez la souris une famille de facteurs comportant une boîte T très conservée,

variant entre 180 et 200 acides aminés (51). Depuis, un grand nombre de nouveaux

membres de la famille ont été identifiés, certains ayant des orthologues chez de

nombreuses espèces (revus exhaustivement dans (364)). Il a aussi été montré que les

gènes à boîte T représentent 0,1% du génome d’une variété d’organismes allant du

néniatode jusqu’à l’humain, tandis qu’ils sont absents chez d’autres organismes tel la

plante Arctbictopsis thaÏianct (512).
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Les facteurs à boîte T jouent de nombreux rôles au cours du développement

embryonnaire, particulièrement durant la gastrulation et la formation du mésoderme.

Ainsi, Brachyury est nécessaire pour les composantes caudales du mésoderme axial,

tandis que d’autres membres de la famille tels Eornesodermin et Tbx6 sont requis pour la

formation du mésoderme paraxial et le recrutement dans le sillon primitif (364). Plusieurs

membres ont également été associés à un rôle dans le patterning au cours du

développement de divers membres; mentionnons simplement le rôle essentiel de Tbx4

dans le développement des membres postérieurs et inversement celui de TbxS dans les

membres antérieurs. Quant aux rôles des facteurs à boîte T dans la différenciation

cellulaire, ils se limitaient jusqu’à récemment à celui de Tbrl, requis pour les neurones

glutamatergiques du néocortex (183), et à celui de Tbet qui induit la différenciation des

cellules naïves T auxiliaires vers la voie Thi (455). Enfin, soulignons l’importance de

cette famille chez l’humain, dont le génome comprend une vingtaine de membres. En

effet, plusieurs maladies génétiques ont été associées à des mutations aux facteurs à boîte

T, notamment le syndrome de DiGeorge (Tbxl) et le syndrome de Holt-Horam (Tbx5)

(361).

Les études fonctionnelles ont démontré que les facteurs à boîte T sont des

régulateurs de l’expression génique et que la plupart, tel Brachyury, agissent en tant

qu’activateurs transcriptionnels (70,233). Tbx2 et Tbx3 représentent quant à eux une

exception puisqu’ils peuvent réprimer l’expression de plusieurs gènes (68,290). Malgré

une certaine divergence au niveau de la boîte T au sein de la famille, l’examen des gènes-

cibles, ainsi que les résultats d’expériences de sélection de sites par PCR, ont montré que

tous les facteurs à boîte T étudiés lient le site consensus TCACACCT (512). Plusietirs de

ces études ont montré que les facteurs à boîte T lient préférentiellement des séquences

contenant deux ou même plusieurs sites consensus pouvant adopter multiples

organisations et orientations spatiales. Ainsi, Brachyury lie un site palindromique et la

structure cristallographique a révélé que des dimères de facteurs se lient de manière à ce

que leurs hélices C-terminales contactent le sillon mineur de l’ADN (334). Toutefois, la

pertinence biologique de ces observations reste à être démontrée puisqu’ aucun des

gènes-cibles de facteurs à boîte T identifiés jusqu’ici ne comporte de sites doubles (99).

Enfin, très peu est connu quant aux mécanismes par lesquels les facteurs à boîte T
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régulent la transcription. Ainsi, par exemple, un seul coactivateur de cette famille est

comni, soit la guanylate kinase CASKJLIN2 qtli rehausse l’activité transcriptionelle de

Tbr-l (194).

1.2.3.3.2 Rôles physiologiques de Tpit

Tpit est la quintessence du facteur à expression restreinte; en effet, les analyses

par hybridation in situ et par immunohistochimie ont démontré que Tpit n’est exprimé

que dans les corticotropes et les mélanotropes de l’hypophyse (258). Tpit n’est donc pas

retrouvé dans les autres tissus exprimant POMC, tels les neurones du noyati arqué de

l’hypothalamus. Au cours du développement, son expression débute autour du jour e12-

12.5 et précède légèrement celle de POMC dans les corticotropes. Au jour e13.5, Tpit est

présent dans toutes les cellules du lobe antérietire exprimant POMC, tandis qu’il

n’apparaît dans le lobe intermédiaire qu’autour du jour e 15.5, soit au moment où débute

l’expression de POMC. Chez la souris et l’humain, Tpit est également retrouvé dans les

corticotropes et les mélanotropes de l’hypophyse adulte (258,484).

Cette corrélation suggère un rôle capital pour Tpit dans l’expression hypophysaire

de POMC. Ceci a été élégamment démontré in vivo par Lamolet et col]. à l’aide

d’expériences de gain-de-fonction par transgenèse où Tpit est exprimé sous le contrôle du

promoteur de l’a-GSU. L’infundibulurn exprime transitoirement l’a-GSU et contient des

cellules non-différenciées qui expriment fortement Pitxl. Le ciblage de Tpit dans cette

structure induit l’expression ectopique de POMC sans toutefois activer l’expression de

NeuroDi. Ces résultats suggèrent donc qu’en présence de Pitxl, Tpit est suffisant pour

induire la différenciation des corticotropes (258). Ces résultats ont été corroborés par

l’analyse des souris TpiC chez qui les éventuels corticotropes et mélanotropes

n’atteignent pas le stade final de différenciation (défini par l’expression de POMC)

malgré la présence de précurseurs compétents (392). À la lumière de ces résultats, Tpit

semble donc requis pour la différenciation tardive et non potir l’engagement vers les

voies corticotrope et mélanotrope.

L’inactivation génique de Tpit a également révélé un rôle inattendu de celui-ci

dans l’ontogenèse des gonadotropes. En effet, l’absence de Tpit provoque l’apparition

ectopique de gonadotropes dans le lobe intermédiaire, qtii est normalement composé
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exclusivement de mélanotropes (392). Ces résultats suggèrent donc un rôle de régulateur

négatif du programme de différenciation des gonadotropes potir Tpit, ce qui est supporté

par l’observation que l’expression ectopique de Tpit sous la régulation du promoteur de

l’a-GSU mène à une forte diminution des marqueurs des gonadotropes que sont la flLH,

j3FSH, SF1 et a-GSU (392). L’ensemble de ces observations, de même que l’absence

d’effet de Tpit sur les lignées dépendantes de PIT1, ont mené à proposer un modèle où les

corticotropes, mélanotropes, et gonadotropes fonrtent un groupe d’équivalence distinct de

celui formé par les lignées thyrotropes, somatotropes et lactotropes, qui toutes dépendent

du facteur PITI (227,3 92).

Étant donné le profil d’expression très restreint de Tpit et son rôle essentiel dans

l’expression de POMC in vivo, il a été proposé que des mutations dans le gène TPIT

humain puisse être responsable de la déficience congénitale isolée en ACTH, une maladie

qui entraîne une déficience surrénalienne chez certains enfants. L’analyse de l’ADN de

divers patients affectés a révélé une étroite association (73%) entre le déficit isolé en

ACTH (présentation néonatale) et des mutations dans le gène TFIT (389). Ainsi, sept

mutations différentes ont été identifiées chez des nouveaux-nés atteints, et l’analyse

fonctionnelle de ces mutations a montré qu’elles réstiltaient toutes en des pertes de

fonction du facteur Tpit (389). De plus, il a été démontré que les souris Tpit’ constituent

un très bon modèle de déficience isolé en ACTH et que leurs phénotypes sont très

similaires aux patients humains portant des mutations dans le gène TPIT (389).

1.2.3.3.3 Mécanismes d’action de Tpit

Tpit est une protéine de 446 aa dont la boîte T est à 84% homologue à celle de

Brachyury, tandis que l’homologie est d’environ 60% avec les autres facteurs de la

famille à boîte T. Tpit est l’orthologue murin de Tbxl9 chez l’humain et les deux

protéines sont à 94% homologues. Tpit est un facteur de transcription et il a été montré

qu’il requiert la présence de son site de liaison dans le CE-3 (appelé Tpit/Pitx-RE) pour

activer la transcription de POMC dans une variété de lignées cellulaires (258).

L’importance fonctionnelle de la liaison à l’ADN de Tpit est illustrée par le fait que 3

mutations dans le gène humain qui abolissent la liaison à l’ADN et qui n’activent plus

POMC ont été trouvées chez des patients souffrant de déficience isolée en ACTH (389).



43

De plus, il a été montré que le site de liaison à Tpit est méthylé sur les cytosines dans les

tissus n’exprimant pas POMC chez l’humain, confirmant son importance pour la

transcription adéquate de POMC (344).

Tpit active la transcription de POMC en coopération avec Pitxl et l’intégralité des

deux sites de liaison dans le promoteur est requise pour observer la synergie

transcriptionelle. Tpit et Pitxl lient le Tpit/Pitx-RE sous forme de monomères et un effet

coopératif lors de leurs interactions avec l’ADN pourrait être le mécanisme moléculaire

expliquant la synergie entre les deux facteurs (258). Tpit active la transcription en

synergie avec les trois membres de la famille Pitx et une étude structure-fonction a

montré que l’homéodomaine, très conservé au sein de la famille Pitx, est suffisant pour

observer l’effet synergique (258). Inversement, Brachyury qui est le facteur à boîte T le

plus homologue à Tpit est également capable d’activer la transcription en synergie avec

les Pitx, suggérant que la boîte T de Tpit est le domaine impliqué dans l’interaction avec

Pitxl. Ceci est supporté par l’observation que Tbxl, un autre facteur à boîte T présent

dans les AtT-20 mais phylogénétiquement plus éloigné de Tpit, est incapable de se

substituer à celui-ci pottr activer la transcription de POMC en synergie avec Pitxl (25$).

Récemment, d’autres partenaires transcriptioirnels de Tpit ont été caractérisés. Ainsi, Tpit

interagit avec les hétérodirnères NeuroD/Panl pour activer la transcription de POMC de

manière synergique. Comme c’est le cas avec Pitxl, c’est Pani qui interagit avec Tpit et

cette interaction ne requiert pas la boîte T de Tpit. Tpit peut également se comporter en

répresseur transcriptionnel. En effet, Tpit et le récepteur nucléaire SF- 1 antagonisent

mutuellement leurs activités transcriptionelles par un mécanisme qui ne requiert pas la

liaison de Tpit à l’ADN (392). Cet effet répresseur pourrait expliquer son rôle de

régulateur négatif lors de la différenciation des gonadotropes.

Finalement donc, à l’instar des autres membres de la famille des facteurs à boîte

T, relativement peu est connu sur les mécanismes par lesquels Tpit régule la transcription.

Les travaux rapportés au chapitre 5 de cette thèse adressent cette question et montrent que

Tpit active la transcription en recrutant les coactivateurs de la famille SRC/p 160 au

Tpit/Pitx-RE. Il est également rapporté que Tpit est un médiateur de la réponse

hormonale au CRH, médiée par la voie PKAJMAPK, sur le promoteur POMC et que Tpit

active la transcription en synergie avec le récepteur nucléaire NGFI-B.
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1.3 Facteurs régulant la transcription hormono-dépendante de POMC

Dans les cellules corticotropes de l’hypophyse, la transcription du gène POMC est

assujettie à un étroit contrôle hormonal qui assure une réponse adéquate au stress. Cette

régulation endocrine se fait principalement par le CRH qui active la transcription de

POMC, de même que par les Gc qui à travers leurs récepteurs GR répriment la

transcription et exercent ainsi une boucle de rétroaction négative sur l’axe HPA. Avant de

regarder en détails les mécanismes par lesquels ces hormones régulent l’expression de

POMC (voir section 1.4), cette section portera sur les principaux acteurs impliqués dans

l’activation ainsi que dans la répression transcriptionelle de POMC. Ceux-ci incluent les

réceptetirs nucléaires, particulièrement ceux de la sous-famille Nur, ainsi que les

cofacteurs transcriptioirnels, dont les coactivateurs de la famille SRC/p160 comptent

parmi les mieux caractérisés.

1.3.1 Les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires (NRs) foi-ment une superfamille de facteurs de

transcription qui jouent des rôles multiples au cours du développement embryonnaire et

qui contribuent au maintien de l’homéostasie chez l’adulte. Les NRs comptent parmi les

familles de régulateurs transcriptionnels les plus nombreuses, comprenant notamment 21

gènes chez la drosophile, 48 gènes chez l’humain, tandis que le génome de la souris en

contient un de plus que l’humain, soit FXRfl. Étonnamment, la superfamille des NRs

s’est beaucoup amplifiée et diversifiée chez le nématode où l’on retrouve pas moins de

270 membres, tous issus d’un même gène ancestral, Ï’orthologue de HNF-4 (406).

1.3.1.1 Structure générale des récepteurs nucLéaires

Les NRs partagent une structure modulaire commune, dont la partie la moins bien

conservée est la région N-terminale qui varie en longueur entre 50 et 500 acides aminés.

Cette région contient au moins tin domaine de transactivation constitutivement actif

appelé AF-1. Chez de nombreux NRs, l’usage de promoteurs et/oti de sites d’épissage

alternatifs mène, à partir d’un setil gène, à l’expression de plusieurs isoformes qui varient
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uniquement dans le domaine N-terminal et qui possèdent des propriétés transcriptionelles

différentes. La région la mieux conservée est le domaine de liaison à l’ADN (DBD) qtli se

situe du côté C-terminal de l’Af-l et dont le noyau est composé d’environ 66 à 70

résidus. Ce domaine est constitué de deux structures en doigt de zinc qui reconnaissent

des séquences d’ADN (appelées éléments de réponse, REs) retrouvées sur les gènes-

cibles de ces récepteurs. Ces éléments de réponse se composent typiquement de deux

motifs AGGTCA dont l’orientation et l’espacement entre les motifs varient selon le

récepteur. Un court sous-domaine dans le DBD, appelé P-box, confère la spécificité de

reconnaissance à l’ADN, tandis qu’une autre séquence, le D-box, est impliquée dans la

dimérisation des NRs (3 1,479). Les doigts de zinc sont suivis d’une extension C-

terminale (CTE) qui est très importante pour la spécificité de reconnaissance à l’ADN

pour plusieurs NRs, notamment ceux liant sous forme de monornère (307). Du côté C

terminal du DBD se trouve une région très flexible moyennement conservée qui joue le

rôle de charnière entre le D3D et le domaine de liaison au ligand (LBD). Cette région

doit être assez flexible pour permettre au DBD de tourner de 180° chez certains

récepteurs qui peuvent lier des éléments de réponse composés de répétitions directes

(DRs) ou de demi-sites palindromiques (IRs) (voir figure 1.3). Ce domaine contient

également un signal de localisation nucléaire (NLS), qui peut parfois chevaucher le DBD,

ainsi qu’un site potentiel d’interaction avec les corépresseurs (46).

La reconnaissance du ligand se fait par le LBD, large domaine localisé dans la

partie C-terminale de la protéine. La structure secondaire du LBD, constituée de 11 à 13

hélices a organisées en trois couches, est mieux conservée au sein de la famille que la

séquence primaire, ce qui permet une sélectivité et une spécificité de réponse à un grand

nombre de régulateurs physiologiques. Les fonctions du LBD sont nombreuses et

dépendent pour la plupart de la présence du ligand. Ainsi, le LBD est la principale

interface de dimérisation des NRs, en pius de contenir un autre NLS et parfois un

domaine de répression. Le LBD contient également un domaine d’activation AF-2 qui est

démasqué par le ligand, et ce par un mécanisme moléculaire qui a été étudié en détails.

En effet, de nombreuses études cristallographiques ont permis d’élucider la structure 3D

du LBD en absence (apo) ou en présence (holo) d’agonistes et d’antagonistes. Ces études

ont montré que le LBD semble être dans l’ensemble une structure relativement rigide,
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tandis que l’hélice la plus C-terminale (l’hélice 12) peut adopter plusieurs conformations.

Ainsi, l’hélice 12, qui contient un domaine hydrophobe similaire au motif de

reconnaissance LxxLL retrouvé chez les coactivateurs, se trouve en absence de ligand à

bloquer l’accès à la poche occupée par les coactivateurs. La présence d’un agoniste induit

un changement confonnationel qui implique un repositionnement de l’hélice 12,

permettant ainsi le recrutement de coactivateurs (451).

1.3.1.2 Les différentes sous-familles de récepteurs nucléaires

Les NRs peuvent être subdivisés en trois principales sous-classes; les récepteurs

des hormones stéroïdiennes, les récepteurs formant des hétérodimères avec le récepteur

de l’acide 9cis-rétinoïque (RXR) ainsi qu’un grand nombre de récepteurs dits orphelins,

pour lesquels aucun ligand physiologique n’a encore été identifié (309).

1.3.1.2.1 Les récepteurs des hormones stéroïdïennes

La nature liposoluble des hormones stéroïdiennes, qui dérivent toutes du

cholestérol, confère à ces hormones la capacité de faire le lien entre cm signal

physiologique et la réponse transcriptionelle. Ce concept de lien direct est né à la fin des

années 1960s, suite à l’observation que des hormones marqués pouvaient migrer du

cytoplasme vers le noyau. Cette idée a été renforcée par Ashburner et coil. qui ont

observé que l’ecdysone, un ecdystéroïde induisant la métamorphose chez les insectes,

provoque l’ouverture de la chromatine à des endroits spécifiques sur les chromosomes

polytènes de drosophile (21). Puis, dans les années 1970s, des études ont montré que les

honnones stéroïdiennes agissent sur les tissus-cibles grâce à la présence de récepteurs à

haute affinité qui activent des gènes spécifiquement dans ces tisstis. Subséquemment, la

purification biochimique du récepteur des glucocorticoïdes (GR) et du récepteur de la

progestérone (PR) a pennis l’étude des mécanismes d’action de ces récepteurs. Ces

recherches ont abouti. au milieu des années 1980s, ati clonage sticcessif de GR (187) et

dci récepteur aux oestrogènes (ER) (168), qui furent les premiers factectrs de transcription

à être clonés (voir la référence (529) pour une revue historique).

Depuis, un récepteur nucléaire spécifique à chacune des grandes classes

d’hormones stéroïdiennes a été cloné; soit le récepteur de la progestérone (PR), des
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androgènes (AR), des oestrogènes (ER), des minéralocorticoïdes (MR) et des

glucocorticoïdes (GR). Outre la nature similaire de leurs ligands, les récepteurs des

hormones stéroïdiennes (SHRs) partagent également plusieurs caractéristiques

mécanistiques. Ainsi, tous forment des homodimères en présence de leurs ligands pour

ensuite se lier à leurs éléments de réponse composés de 2 demi-sites organisés en

répétitions inversées. De pius, ces récepteurs se retrouvent sous forme inactive dans le

cytoplasme, complexés à des chaperonnes moléculaires tel hsp9O, puis migrent vers le

noyau en présence du ligand pour y exercer letir fonction transcriptionnelle. Certaines

différences distinguent cependant ER des autres SHRs. Ainsi, contrairement aux autres

qui reconnaissent préférentiellement des motifs AGAACA, ER, comme la plupart des

NRs non-stéroïdiens, a plus d’affinité pour la séquence canonique AGGTCA (31). De

plus, tandis que ER est retrouvé chez tous les vertébrés, il n’existe pas d’orthologue de

GR, MR ou AR chez les poissons ni chez les amphibiens. Ces observations suggèrent

d’ailleurs que les SHRs forment une branche relativement récente dans la superfamille

des NRs. Enfin, il a été rapporté que ER peut foi-mer des hétérodimères avec d’autres

types de NRs, notamment avec PPAR, ce qui n’est pas le cas pour les autres membres de

cette sous-classe (31,134).

Soulignons que certains de ces récepteurs, tel que GR, peuvent agir soit comme

activateurs ou conurie répresseurs de la transcription, et ce par différents mécanismes.

Enfin, mentionnons qu’étant donné les rôles cruciaux joués par les SHRs, la recherche de

drogues modulant l’activité ces réceptetirs est depuis longtemps un champ de recherche

très actif Ainsi dès les années 1960s, ta dexaméthasone, un Gc synthétique ciblant GR,

était couramment utilisé comme anti-inflammatoire. Ces dernières années, la recherche

s’est concentrée sur les modulateurs spécifiques de l’activité de ER, ce qui a mené

notamment aux traitements basés sur le tamoxifène pour prévenir le cancer du sein et le

raloxifène pour prévenir l’ostéoporose (223). Il est très intéressant de noter que ces

produits peuvent se comporter soit comme agoniste ou antagoniste, dépendamment du

tissu-cible. Ceci suggère l’existence de mécanismes autres que la liaison du ligand qui

peuvent moduler l’activité des NRs.
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1.3.1.2.2 Les récepteurs formant des hétérodimères avec RXR

Cette sous-classe de NRs comprend des récepteurs pour lesquels le ligand est

généralement connu et d’une nature beaucoup plus diversifiée que les ligands des SHRs.

Ces récepteurs ont en commun la nécessité de former des hétérodimères avec RXR, le

récepteur à l’acide 9-cis rétinoïque (9cRA), pour médier leurs effets physiologiques.

Parmi ceux-ci, il y des récepteurs d’hormones non-stéroïdiennes importantes qui furent

pat-mi les premiers NRs à être identifiés, tel le récepteur à l’acide rétinoïque tout-trans

(RAR), le récepteur à l’honnone thyroïdienne (TR), de même que le récepteur de la

vitamine D (VDR). Jusqu’au début des années 1990s, il était présumé que les récepteurs

TR et RAR agissaient sous forme d’homodimères, suivant le paradigme établi pour les

SHRs. Bien qcte TR puisse former des hornodimères et lier des HRE organisés en

répétitions inversées, cette liaison est de faible affinité et peu spécifique (492). Il fut donc

vite évident que la présence d’un facteur accessoire, présent dans les extraits nucléaires,

était requise pour la liaison efficace de RAR, TR et VDR à leurs éléments de réponse

respectifs (163). Ce factetir a été identifié simultanément par plusieurs laboratoires

comme étant RXR, récepteur à l’origine orphelin qui venait d’être cloné (163,30$). Outre

ces récepteurs classiques, il a été démontré que plusieurs récepteurs orphelins, tels les

sous-familles PPARs et LXRs, forment des hétérodimères avec RXR (46). Depuis son

clonage, le rôle crucial de RXR en tant que ‘maître régulateur’ a été confirmé puisqu’il

est au centre d’au moins 11 voies de signalisation (46). Étonnamment, les trois isofonnes

de RXR sont les trois seules protéines pouvant servir de partenaires à tous ces récepteurs.

Enfin, cette sous-classe compte également au moins un membre très important chez les

antbropodes, le récepteur à l’ecdysone (EcR), qui forme chez la drosophile des

hétérodimères avec Ultraspiracle (USP), l’orthologue de RXR (307).

D’un point de vue mécanistique, plusieurs caractéristiques distinguent cette sous-

classe de celle des SHRs. Ainsi, ces récepteurs sont pour la plupart exclusivement

nucléaires et plusieurs occupent en permanence leurs éléments de réponse sur l’ADN

(voir section 1.3.1.3). De plus, ces récepteurs lient des éléments de réponse qui sont

organisés en répétitions directes espacées de 1 à 5 nucléotides (appelées DR1 à DR5), et

non des séquences palindromiques comme les SHRs. Un grand nombre d’études ont

permis d’établir quel type de DR est lié préférentiellement par les divers hétérodimères
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RXR; le DRI est lié par les PPARs et les homodimères RXR, le DR2 par RAR, le DR3

par VDR, le DR4 par TR et le DR5 par RAR (revue dans réf. (307)). Ainsi, l’espacement

enti-e les répétitions directes confère une spécificité, qui expliqtte en partie la diversité de

la réponse transcriptionelle, à ces hétérodirnères qui partagent pourtant un partenaire

commun et se lient essentiellement aux mêmes demi-sites (AGGTCA). De plus, de

stibtiles différences dans le motif hexamérique, de même que dans les nucléotides

flanquant du côté 5’, peuvent dramatiquement affecter l’activité des hétérodimères (307).

La disposition des éléments à répétitions directes entraîne une liaison asymétrique

à l’ADN des hétérodimères. Ainsi, lorsque complexé à VDR, TR et RAR (sur des DR3,

DR4 et DR5 respectivement), RXR occupe toujours le demi-site du coté 5’, tandis que

cette polarité est inversée pour les hétérodirnères RXR/RAR sur les DRY (307). Il est

également intéressant de noter que l’activité transcriptionelle des hétérodimères

impliquant VDR, TR et RAR est indépendante de la présence du ligand de RXR. Plus

encore, il a été démontré que la présence du partenaire empêche la liaison du 9cRA à

RXR; celui-ci agit donc en tant que ‘partenaire silencieux’ (Y 40,249). Récemment, il a été

suggéré que dans ces cas, RXR participe tout de même au recrutement de coactivateurs,

par un effet de ‘ligand fantôme’ qui induit un changement allostérique suite à la liaison

du ligand au partenaire transcriptionnel (36). RXR est parfois un partenaire pleinement

actif, tels que chez les hétérodin;ères RXR/PPAR et RXR/LXR où les deux récepteurs

répondent à leurs ligands respectifs et la présence des deux ligands résulte en une

activation synergique de la transcription (234). Enfin, dans le cas unique de l’interaction

avec les récepteurs orphelins NGFI-B/Nur77 et Nurrl, la présence du ligand de RXR est

absolument requise pour obtenir une activation transcriptionelle par les hétérodirnères

(140,374).

1.3.1.2.3 Les récepteurs nucléaires orphelins

Le clonage des premiers récepteurs stéroïdiens ati milieu des années 1980s incita

de nombreux laboratoires à entreprendre des criblages à faible stringence, utilisant des

régions conservées des NRs, afin d’identifier de nouveaux membres de ce qui s’annonçait

déjà comme tine large famille de facteurs de transcription. Ceci mena à l’identification de

protéines présentant une homologie structurale avec les SHRs au niveau du LBD et du
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DBD, niais dont les ligands étaient inconnus, d’où la classification de ces facteurs en tant

que récepteurs nucléaires ‘orphelins’. Depuis l’identification des premiers membres il y

une quinzaine d’aimées (les ERRs, clonés par homologie au DBD de ER (160)), la sous-

classe des orphelins n’a cessé de grandir et à ce jour, plus de 75% des NRs font partie de

cette classe de protéine (134). De plus, les orphelins constituent la pius ancienne branche

des NRs, beaucoup étant retrouvés chez les insectes et les nématodes, de même que chez

certains eucaryotes primitifs, tels les protostomes et les deuterostomes, chez qui aucune

autre sous-classe de NRs n’est représentée (134).

En comparant les propriétés structurales, de liaison à l’ADN et de dimérisation, il

est possible de classer le NE. orphelins en 4 catégories qui ne sont pas mutuellement

exclusives. La première catégorie est composée de récepteurs orphelins pouvant former

des hétérodimères avec RXR. Tel que mentionné dans la section précédente, ces

récepteurs lient des répétitions directes ou symétriques (2 demi-sites en tête-à-queue) et

ces hétérodimères peuvent être activés par le 9cRA, un agoniste de l’orphelin ou les deux.

Cette famille compte de nombreux régulateurs importants du métabolisme et de la

réponse aux xénobiotiques, tels que les récepteurs PPAR, LXR, CAR, FXR et PXR (46).

Bien que la majorité des hétérodimères RXRlorphelins soient des activateurs

transcriptionnels, une exception notable à signaler est celle des facteurs COUP-TFs. En

effet, ceux-ci peuvent interagir avec RXR en absence de ligand et peuvent ainsi le titrer

pour l’empêcher d’ accomplir ses fonctions transcriptionnelles.

La deuxième catégorie est celle constituée par les NRs orphelins liant l’ADN sous

forme d’homodirnères. Contrairement aux SHRs, les homodimères d’orphelins peuvent

lier des éléments de réponse organisés en répétitions directes ou palindromiques. Les

récepteurs de cette catégorie sont typiquement de forts activateurs ou répresseurs

transcriptionnels. De plus, ils exercent leurs fonctions de manière constitutive (à

l’exception des homodimères de RXR), suggérant que la présence de ligands potentiels

n’est pas requise. Par exemple, les récepteurs TLX et HNF-4, essentiels au

développement et aux fonctions du télencéphale et du foie respectivement, sont des

exemples typiques d’orphelins qui activent constitutivement la transcription en liants des

répétitions directes (155). À l’opposé, les facteurs Rev-Erb et COUP-TF sont de puissants

répresseurs transcriptionnels qui tous deux lient des sites DRs. Il a été démontré que les
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COUP-Tfs répriment l’activité basale, de même que la transcription induite, par plusieurs

autres NRs tels RXR, RAR, VDR et TR grâce à leur aptitude à lier des répétitions

directes espacées de 1 à 5 nt (DR1 à DR5) ainsi qu’à la présence d’un fort domaine de

trans-répression C-terminal (155). Cette versatilité au niveau de la liaison à l’ADN ainsi

que leur capacité à titrer RXR ont suggéré qu’en absence d’hormones, les facteurs

COUP-TFs jouent un rôle de répresseur général de la transcription des gènes-cibles des

NRs, ce qui a pour effet de rehausser l’effet transcriptionnel dû à la présence de ligands.

La troisième catégorie consiste en réceptetirs orphelins liant leurs éléments de

réponse sous forme de monomères. Comme ceux liant en hornodimères, ces récepteurs

sont constitutivernent actifs, suggérant qu’il s’agit de ‘vrais’ orphelins. De nombreuses

études mécanistiques ont montré que ce type de récepteurs reconnaît des éléments de

réponse étendus, composés de l’héxamotif AGGTCA et de 1 à 3 nucléotides AIT

flanquants du côté 5’. Tandis que, comme c’est le cas potir les atitres NR, le DBD fait

contact avec l’héxamotif, les nucléotides flanquants sont reconnus et liés par le CTE de

ces récepteurs orphelins, ces quelques acides aminés conférant ainsi la spécificité de

reconnaissance des éléments de réponse monornériques (159,509). De plus, des

interactions intramoléculaires peuvent influencer la spécificité de liaison de ces

récepteurs. Ainsi, les deux isofoirnes de RORŒ reconnaissent différents sites

monomériques, bien que leurs CTE soient identiques. Il a été montré que leurs domaines

N-terminals respectifs orientent les doigts de zinc et le CTE différemment l’un par

rapport à l’autre, modifiant ainsi leurs propriétés de liaison à l’ADN (159,3 14). Parmi les

autres membres importants de cette catégorie, mentionnons SF-1 qui est un régulateur

important de la stéroïdogenèse et du développement des glandes sexuelles (367).

La quatrième et dernière catégorie inclttt les récepteurs orphelins atypiques qui ne

contiennent qu’un LDB ou un DBD, les deux domaines qui constituent la signature des

NRs. Par exemple, DAX-1 possède un LBD mais pas de DBD apparenté à celui des NRs.

En fait, DAX-1 semble plutôt lier l’ADN en reconnaissant des structures en épingle à

cheveux (155). Le récepteur SHP quant à lui n’est composé que d’un LBD et ne semble

pas pouvoir lier l’ADN. SHP agit plutôt en hétérodimérisant avec de nombreux NRs en

présence dti ligand de ceux-ci. Cette interaction résulte en la répression des fonctions

transcriptionelles des NRs concernés puisque SHP inhibe la liaison à l’ADN du



53

partenaire et de plus SHP contient un fort domaine de trans-répression (155).

Contrairement à DAX-1 et SHP, un groupe de 3 NRs retrouvés chez la drosophile, les

facteurs knirps, knirl et egon, possèdent un DBD bien conservé mais pas d’homologie

avec les NRs en dehors de ce domaine (134). Ces observations suggèrent que le DBD et

le LBD aient évolué indépendamment l’un de l’autre et soulignent la nature modulaire

des NRs.

Finalement, mentionnons qu’étant donné l’importance et la diversité des rôles

joués par les NRs orphelins, ces récepteurs constituent des cibles thérapeutiques

alléchantes. De fait, ces NRs font depuis de nombreuses années l’objet d’intenses

recherches dans le but de trouver des molécules pouvant moduler leurs activités, un

processus appelé ‘endocrinologie inverse’. Pour certains, quelques ligands endogènes

potentiels ont été rapportés, mais la pertinence physiologique de ces interactions reste à

être démontrée. Tel est le cas pour HNF-4 et SF-l, qui lient certains acyl-CoA thioesters

et oxystérols respectivement (134). La quête de Iigands s’est révélée plus fructueuse pour

d’autres récepteurs et certains orphelins peuvent même être considérés comme ‘adoptés’.

Tel est le cas pour plusieurs des récepteurs formant des hétérodimères avec RXR. Par

exemple, il a ete montre que LXRa est active par des derives oxydes du cholesterol, ce

qui a mené à la découverte du rôle essentiel de ce récepteur en tant que ‘senseur’ dans la

biosynthèse du cholestérol ainsi que dans la réaction inflammatoire (46). Ces

observations ont poussé le développement d’agonistes de LXRa qui pourraient s’avérer

utiles dans le traitement de l’athérosclérose et des troubles du cholestérol (214).

1.3.1.3 Mécanismes d’action et régulation de l’activité des NRs

Depuis le clonage des premiers NRs il y a une vingtaine d’années, une avalanche

d’études (auxquelles l’auteur de ces lignes a cru bon de participer...) ont permis de

raffiner notre compréhension des mécanismes sous-jacents à l’activité transcriptionnelle

des NRs. Bien qu’il soit difficile d’établir un modèle général intégrant tous ces avancées

et s’appliquant à l’ensemble de la superfamille, il est tout de même possible d’identifier

quelques mécanismes majeurs par lesquels l’action des NRs est régulée. Ainsi, il y a

d’abord la liaison de ligands, mécanisme simple et direct auquel s’ajoutent toutefois un

ensemble d’événements moléculaires qui modulent l’activité transcripfionnelle des NRs,
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tels que des modifications post-traductioneÏÏes (phosphorylation, ubiquitination, etc.) et

des interactions directes entre NRs et d’autres facteurs de transcription. Ces mécanismes

peuvent s’appliquer individuellement ou tous à la fois, contribuant ainsi à la spécificité

transcriptionnelle des NRs et leur permettant d’intégrer plusieurs signaux extracellulaires

pour le réglage fin de l’expression génique.

1.3.1.3.1 La tïaïson de tigands

La liaison d’hormones oti d’autres petites molécules liposolubles au LBD de

nombreux NRs déclenche leur fonction transcriptioirnelle et leur permet ainsi de jouer

leurs rôles de médiateurs intracellulaires en assurant un lien direct entre les signaux

extracellulaires et la réponse transcriptionnelle du tissu-cible. Précisons que la nature de

ces ligands n’est pas nécessairement endocrine puisqu’il peut s’agir d’un xénobiotique ou

d’un produit intracellulaire tel un intermédiaire d’une voie métabolique. C’est le cas par

exemple pour PXR et CAR, deux récepteurs qui, une fois activés par une variété de

xénobitioques, vont induire la transcription de plusieurs protéines de la voie de

désintoxication (413).

Le mécanisme classiqtie implique un récepteur complexé à des chaperones

moléculaires, présent dans un état latent dans le cytoplasme. Ces chaperones

maintiennent le récepteur dans un état inactif mais compétent à lier le ligand. Ainsi,

l’absence de hsp9O n’entraîne pas l’activité constitutive de GR mais plutôt une forte

diminution de la réponse transcriptionnelle due à l’hormone (49). La liaison du ligand

entraîne la migration du récepteur vers le noyau, sa dimérisation et sa liaison sur

l’élément de réponse. Une fois liés, les SHRs recrutent des complexes protéiques

contenant divers coactivateurs transcripti omtels possédant une activité enzymatique qui

modifie la topologie de la chromatine, notamment une activité d’histones

acétyltransférase (HAT) et histones méthyltransférase (HMT). L’acétylation des histones

est requise au recrutement du complexe SWVSNF qui possède tine activité hélicase ATP

dépendante. Ce complexe organise les nucléosomes dans une conformation permettant

l’initiation de la transcription. Bien qu’essentielle, cette décondensation de la chrornatine

n’est pas suffisante pour activer la transcription du gène-cible puisque la dissociation du

complexe HAT et son remplacement par un deuxième complexe appelé ‘Médiatetir’ sont
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également nécessaires. Ce complexe Médiateur (aussi appelé TRAP/DR/ARC),

composé de 23 sous-unités conservées de la levure à l’humain, contacte la machinerie de

la transcription basale et sert donc d’interface entre les NRs et l’ARN p0! 11(33,318).

Ce mécanisme s’applique surtout aux SHRs et diffère de celui de la majorité des

autres NRs, notamment de celui des hétérodimères RXR/NR. En effet, beaucoup exercent

leur fonction de transactivation en agissant en trois étapes. D’abord, il y a une étape de

répression qui caractérise le récepteur-apo. Ainsi, contrairement aux SHRs, la plupart de

ces NRs se retrouvent en permanence au promoteur et recrutent un complexe

corépresseur. Celui-ci comprend des enzymes possédant une activité d’histones

déacétylases (HDAC), qui favorisent la condensation de la chromatine et maintiennent le

gène dans un état réprimé. La liaison du ligand entraîne l’étape de dérépression du gène

en induisant un changement confonnationel du LBD qui mène à la dissociation du

complexe corépresseur et au recrutement subséquent du complexe coactivateur. La

troisième étape, soit l’activation proprement dite, consiste en le remplacement du

complexe coactivateur par le complexe Médiateur (406).

Quant aux NRs orphelins, il est difficile de définir un mécanisme d’action

général. Ainsi, tandis que certains sont cytoplasmiques, d’autres sont nucléaires et parfois

même liés en permanence à leur élément de réponse. Ce sont surtout les étapes

préliminaires qui varient, le consensus étant que tous doivent recruter séquentiellement

les complexes coactivateur et Médiateur pour activer la transcription (155). De plus, de

nombreux NRs orphelins activent constitutivement la transcription, ce qui suggère qu’il

s’agit de ‘vrais’ orphelins et que la liaison de ligands n’est pas une condition sine qua non

à l’activité transcriptionnelle des NRs. De fait, il a même été montré pour CAR3 que le

ligand physiologique androstanol peut désactiver le récepteur, en induisant le relâchement

du complexe NRlcoactivateurs constitutivement assemblé au promoteur (139). La

répression transcriptionnelle peut elle s’effectuer par divers mécanismes qui seront

abordés dans le cas de GR dans la section 1.4.

Mentionnons enfin que notre compréhension de ces mécanismes est en constante

évolution, notamment avec l’avènement de technologies permettant l’étude en temps réel

de l’action des NRs. Ainsi, l’utilisation de techniques de recouvrement de fluorescence

après photoblanchiement (FRAP) a récemment pennis de démontrer que GR, de même
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que le complexe coactivateur, ne réside que 5 secondes en moyenne sur le promoteur

MMTV, contrairement à l’ARN pol II qui y reste plus de 10 minutes. De pius, ces études

ont montré que GR retourne cycÏiquement au promoteur en présence continue de Gc, ce

qui tranche avec la conception classique d’occupation statique de l’élément de réponse

durant quelques dizaines de minutes (32,320). Même la nécessité du ligand pour la liaison

à l’ADN des SHRs a récemment été remise en cause. En effet, il a été montré, par

utilisation combinée d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) et de FRAP, que

ERa s’associe cycliquement au promoteur du gène pS2 même en absence d’oestrogènes,

ceux-ci ralentissant plutôt la fréquence des cycles (399). Dans le cas de ERa donc, il

semblerait que l’activité transcriptionnelle dépende principalement de l’efficacité et de la

fréquence du recrutement du complexe coactivateur au promoteur induit par le ligand

plutôt que de la liaison à l’ADN du récepteur.

1.3.1.3.2 Les modifications covalentes

Contrairement aux hormones tiposolubles, les hormones peptidiques et les

cytokines régulent l’expression génique en agissant via des récepteurs membranaires qui

relaient ces signaux au travers de diverses voies de transduction du signal. La celitile est

constamment soumise à une variété de signaux extracellulaires divergents et souvent

opposés, elle doit donc balancer l’influence relative de ces signattx pour générer une

réponse transcriptionnelle appropriée. Les modifications post-traductionnelles telle que la

phosphorylation offient à la cellule un moyen rapide et réversible d’intégrer les diverses

voies de signalisation pour ajuster l’expression génique, et ce en modulant l’activité

transcriptionnelle des facteurs de transcription.

Les NRs sont des cibles majeures des kinases activées par de nombreuses voies de

signalisation intracellulaires. Ce type de régulation est complexe et peut aboutir à des

effets activateurs ou répresseurs, en influençant pratiquement toutes les étapes du

mécanisme d’action des NRs. Par exemple, les MAPKs peuvent réguler la fonction de

nombreux NRs en absence de ligand (voir références dans (253,43 1)). Ainsi, les activités

transcriptionnelles de SF-1, de ERa et ER3 en réponse à EGF, de même que celle de

PPARa suite à la stimulation par l’insuline, sont rehaussées suite à la phosphorylation par

Erkl/2 de leurs AF-1. Pour ER3 et SF-l, il a été montré que la phosphoiylation favorise
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le recrutement de coactivateurs de la famille SRC/p160 (174,470). liwersement, la voie

Erkl/2 réprime la transcription médiée par GR, PR, PPAR’y et VDR. Dans les deux

derniers cas, la phosphorylation entraîne un effet à distance car elle n’affecte pas

directement la fonction du domaine modifié. Ainsi, la modification de l’AF-l de PPAR’y

par divers facteurs de croissance diminue l’affinité du LBD pour le ligand

thiazolidinedione, tandis que la répression par Erkl/2 de l’activité induite par la vitamine

D3 est le résultat de la phosphorylation du partenaire RXR et non de VDR directement

(432,446). Cette communication interdomaine est probablement due à un changement

confonnationel induit par la phosphorylation. Il est à noter que dans tous ces cas, les

kinases Erkl/2 ciblent le domaine AF-1 des NRs en question.

JNK (ou SAPK) est une autre MAPK ciblant l’AF-l des NRs pour en moduler

l’activité. Ainsi, il a été rapporté qtte TNK inhibe l’action de PPARy par le même

mécanisme qtle Erkl/2 (66). La voie JNK atténue également l’activité de GR en

favorisant l’export du récepteur du noyau vers le cytoplasme (202), tandis qu’elle inhibe

l’action de RXRa en favorisant sa dégradation par le complexe du protéosome 26S (271).

Enfin, une autre MAPK, p38, cible également certains NRs pour en augmenter l’activité

mais étonnement par des mécanismes opposés. Ainsi, tandis que la phosphorylation de

1’AF-l de RARy2 par p38 cible ce récepteur vers la dégradation par le protéosome 26S

(154), la même kinase augmente la stabilité de TR. Dans ce dernier cas, la

phosphorylation se fait sur de multiples résidus et semble également favoriser le

recrutement du coactivateur SRC-1 par TR (87).

Une autre voie de signalisation importante capable de moduler l’activité des NRs

est celle de l’AMPc/PKA. Tout comme les MAPKs, la régulation par PKA est complexe

et semble agir à plusieurs niveaux. Ainsi, la phosphorylation directe dtt DBD par PKA

réprime l’activité en inhibant la liaison en dimère de HNF4 et ERŒ, ou la liaison

monomérique de TRa1 et v-erb A. À l’opposé, PKÀ stabilise la liaison de GR, MR et des

PPAR, 3 et ‘y à leurs éléments de réponse respectifs, augmentant ainsi leur capacité à

transactiver la transcription (pour revue voir (96,43 1)). Dans le cas de TR3, PKA

rehausse son activité en stabilisant la protéine et en favorisant l’hétérodimérisation avec

RXR (3 8,467). PKA rehausse également la transcription induite par l’orphelin SF-1 par

de multiples mécanismes. Il a été démontré que la voie de l’AMPc/PKA augmente la
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stabilité de la protéine (7), favorise la liaison à l’ADN (452) et potentialise l’effet des

coactivateurs SRC-1 et p/CLP (54). Quant à la dépendance face à la présence du ligand,

elle varie selon le récepteur. Ainsi, PKA rehausse l’activité de ERc MR, AR, PR

(poulet), RXR, RAR et des PPARa, f3, y et , de manière ligand-indépendante. De plus, la

phosphorylation par PKA de ces NRs rehausse l’activité induite par leurs ligands. Par

contre, GR et le récepteur PR humain ne peuvent être activés par ce mécanisme en

absence de ligand, bien que la voie de l’AMPc/PKA rehausse l’activité induite par

l’hormone de ces récepteurs (96,43 1). Enfin, mentionnons que de nombreuses autres

kinases peuvent cibler les NRs afin d’en moduler l’activité par divers mécanismes. Le

récepteur ER est une cible récurrente, avec notamment les cdk2, cdk7 et pp9Orskl, qui

toutes rehaussent l’activité indépendante du ligand en phosphorylant le domaine AF-1

(98). Signalons aussi l’exemple de PKCO qui, en réponse à l’activation du récepteur des

cellules T (TCR), phosphoryle RXR et TR, favorisant ainsi leur interaction avec le

corépresseur SMRT (198).

La phosphorylation sert de signal de reconnaissance pour un autre type de

modification post-traductionnelle, soit 1’ ubiquitination. Récemment, de nombreuses

études ont impliqué la voie ubiquitine-protéosorne dans la régulation hormono

dépendante des niveaux de récepteurs nucléaires, de même que dans la modulation de

leur activité transcriptionnelle. Lorsqu’une protéine est ciblée pour la dégradation par le

protéosome, des chaînes d’ubiquitine (une protéine de 76 aa, 8,6 kD) sont liées de

manière covalente à des résidus lysines de la protéine cible. Cette polyubiquitination

marque les protéines pour une reconnaissance par le protéosome 26S. Dans l’ensemble,

ces études ont montré que les récepteurs ERŒ, PPARy, TR, GR, RARŒ et y, RXRŒ et PR

sont dégradés par le protéosome 26s suite à la liaison des ligands respectifs, tandis les

récepteurs VDR et AR sont quant à eux stabilisés par leurs ligands (pour revue voir

référence (298)). Dans le cas de VDR, la liaison au ligand vitamine D3 diminue le niveau

d’ubiquitination la dégradation par le protéosome du récepteur (284). Bien qu’il ait été

montré que l’activité transcriptionnelle de GR est fortement rehaussée en présence

d’inhibiteurs du protéosome (493), il est très important de noter que la dégradation des

NRs n’est pas nécessairement associée à une régulation négative de l’activité
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transcriptionnelle. Au contraire, la dégradation par le protéosorne est même essentielle à

l’activité de ERŒ, PR et TR (298).

Enfin, mentionnons que l’acétylation et la sumoylation des résidus lysines sont

deux autres types de modifications post-traductionnelles pouvant moduler l’activité des

NRs. SUMO-Y est un peptide apparenté à l’ubiquitine qui est souvent retrouvé conjugué à

différents types de protéines pour en contrôler la distribution subcellulaire de même que

la stabilité (141). Contrairement à l’ubiquitination, la conjctgaison de SUMO-1 ne

condamne pas normalement les protéines à la dégradation protéosornale. L’exception

vient toutefois de GR, dont la sumoylation le dirige vers la dégradation par le protéosome

26S, ce qui rehausse son activité dépendante du ligand (268). À l’inverse, la sumoylation

inhibe l’activité induite par l’hormone de AR et de PR, dans ce dernier cas en favorisant

l’autoinhibition de ses propriétés transcriptionnelles (3,385). À ce jour, seul l’acétylation

de deux NRs, ERŒ et AR, a été rapporté. Tandis que l’acétylation de la région charnière

D de ERŒ par p300 inhibe sa sensibilité au ligand (495), l’acétylation de AR augmente

son activité transcriptioirnnelle en inhibant l’interaction avec le corépresseur N-CoR tottt

en favorisant le recrutement des coactivatetirs SRC-1 et p300 en présence du ligand (143).

1.3.1.3.3 Les interactions protéines-protéines

L’interaction directe entre différentes classes de régulateurs est un thème

récurrent en transcription et les NRs n’échappent pas à cette règle. Le cas le mieux étudié

est la répression mutuelle entre GR et les facteurs AP-1 et NF-KB. Cet antagonisme est

très important, notamment pour rnédier les effets anti-inflammatoires des Gc qui inhibent

la transcription de nombreux gènes induits par les cytokines (421). Bien que les

mécanismes impliqués semblent être complexes et s’opérer à plusieurs niveaux, tine

partie de l’antagonisme entre GR et AP-1/ NF-KB implique une transrépression qui ne

requiert pas la liaison à l’ADN de GR et qui est probablement due à une interaction

directe protéine-protéine (voir section 1 .4.1 pour plus de détails).

ERŒ peut également moduler l’activité des facteurs AP-1, mais contrairement à

GR, cette interaction rehausse généralement la transcription induite par des dimères

Junllun ou Junlfos. Il a été montré que le récepteur apo-ERŒ et c-Jun (ou JunB)

interagissent physiquement et il semble qu’en présence d’oestrogènes, cette interaction
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stabilise un complexe contenant le coactivateur SRC-2 (462). ER et SF-l interagissent

fonctionnellernent tous deux avec CREB, un autre facteur à motif ‘leucine zipper’.

L’interaction entre CREB et ERŒ médie la synergie, observée sur plusieurs gènes, entre

les voies de signalisation dépendantes des oestrogènes et de l’AMPc (267), tandis que

l’interaction SF-1/CREB régule la transcription du gène Inhibine a (200). Dans ces deux

cas, le recrtitement coopératif du coactivateur CBP/p300 a été invoqué pour expliquer la

synergie transcriptionnelle.

Les NRs peuvent également interagir avec des facteurs à expression restreinte tels

certains bHLHs et homéoprotéines. C’est le cas de SF-1 qui, tel que mentionné dans la

section 1.3.2.1, coopère avec Pitxl pour activer la transcription des gènes LHfl et MIS

dans l’hypophyse (475). De plus, l’interaction directe entre les hétérodimères TR’RXR et

Ph-l a été invoquée pour expliquer la synergie observée sur le promoteur du gène GH

(363). Enfin, mentionnons qu’un cas d’interaction entre un NE. et un bHLH a été

rapporté. En effet, RXR et MyoD interagissent à travers leurs DBD respectifs pour

activer en synergie plusieurs gènes induits par l’acide rétinoïque au cours de la

myogenèse (142).

1.3.2 Les récepteurs nucléaires orphelins de la sous-famille Nur

NGFI-B (également connu sous le nom de Nur77) a été cloné par de nombreux

groupes en tant que gène précoce inductible par une variété de stimuli, tels le sérum, les

facteurs de croissance et les agents mitotiques (177). Par la stiite, deux autres récepteurs

apparentés à NGFI-B ont été identifiés Nu1T1 (Nur-related factor 1) cloné en tant que

facteur de transcription spécifique au cerveau (265) ainsi que NOR-1 (Neuron-derived

orphan receptor) cloné par homologie avec le DBD des NRs à partir d’une banque de

neurones en cours dapoptose (352). NuITI et NOR-l sont très homologues à NGFI-B

dans la région des deux doigts de zinc formant le domaine de liaison à PADN (soit 92 %

et 91 % d’identité), tandis que l’homologie est moindre dans les domaines N et C

terminaux (27-25 ¾ et 67-54 % respectivement). Leur LBD est relativement bien

conservé mais aucun ligand n’a été identifié jusqu’à maintenant.

1.3.2.1 Patrotis d’expression et rôles physiologiques des facteurs Nur
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Les patrons d’expression de NGFI-B et de Nor-1 sont assez similaires au cours du

développement, celui de NGFI-B étant plus tardif, et on les retrouve dans la plupart des

tissus (540). Nmrl est quant à lui plus restreint au cerveau où il est exprimé précocement

avec Nor-l, mais selon des patrons d’expression complémentaires (540). De phts, cette

famille joue un rôle important dans le contrôle de l’apoptose des thymocytes induite par

stimulation du récepteur des cellules T (TCR). En effet, NGFI-B et NOR-1 sont

rapidement et fortement induits suite à l’activation des thymocytes immatures et il appert

que ces deux facteurs jouent à ce niveau des rôles fonctionnellement redondants ($8).

Les signaux induits par la stimulation du TCR convergent sur ces deux récepteurs

orphelins et incluent la voie de la protéine kinase C ainsi que des signaux de la voie

calcique qui sont bloqués par l’immunosuppresseur cyclosporine A (535). Si l’activité de

NGFI-B est bloquée par l’expression d’un mutant dominant négatif ou avec un transcrit

antisens. la stimulation du TCR n’entraînera plus l’apoptose des cellules T (296,517).

L’importance des membres de la famille Nur dans l’apoptose des thymocytes a été

confirmée in vivo; toutefois, aucun gène-cible de NGFI-B ou de NOR-1 n’a encore été

identifié dans ce système (65,8$).

Outre les lymphocytes T, NGFI-B est également impliqué dans l’apoptose induite

par divers stimuli dans de nombreux autres types cellulaires, notamment les lymphocytes

B, Îes macrophages ainsi que divers neurones (513). Dépendamment du stimulus, les

mécanismes d’action de NGFI-B impliqués pour induire l’apoptose peuvent varier. Ceci

est bien illustré dans le cas des cellules LNCaP qtii dérivent d’un cancer de la prostate. En

effet, il a été montré que suite au traitement de ces cellules par le rétinoïde synthétique

AHPN, NGFI-B est transioqué du noyau vers la mitochondrie, ce qui cause le

relâchement du cytochrome C dans le cytoplasme et déclanche le programme apoptotique

(281). Fait à noter, ces événements ne requièrent pas le DBD de NGFI-B et semblent

donc indépendants de ses fonctions transcriptionelles. Par contre, l’apoptose de ces

mêmes cellules LNCaP induite par le TPA nécessite l’activité transcriptioirnelle de

NGFI-B qui agit en induisant le gène E2Fl (331).

Les membres de la famille Nur seraient également impliqués dans la régulation de

l’axe HPA. En effet, la synthèse de l’ARNm des facteurs Nur est fortement induite suite à

la stimulation par diverses sources de stress dans les neurones du PVN de l’hypothalamus
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produisant l’hormone CRH, ainsi que dans la région corticale des glandes surrénales.

Dans ces dernières, NGFI-B, NuITY et NOR-i ont tous trois été impliqués conjointement

avec SF-l dans le contrôle de l’expression de plusieurs gènes stéroïdogéniques,

notamment de la protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein), de la P450c17

(17-hydroxylase) et surtout de la P450c21 (21-hydroxylase) qui est l’enzyme lirnitante

dans la stéroïdogenèse (112,137,452,510,542). Au niveau des neurones du PVN, NGFI-B

et Nurri ont été impliqués dans la régulation de l’expression du gène CRH puisqu’ils

lient le promoteur sur un site NERE et que Nurri est capable d’activer la transcription

d’un gène rapporteur sous le contrôle du promoteur du gène CRH (335). Les facteurs Nur

ont également été impliqués dans la régulation hormonale de l’expression hypophysaire

du gène de POMC (335,379,380). En effet, les signaux transcriptionnels positifs du CRH

et négatifs des Gc semblent converger sur les facteurs Nur. L’implication des facteurs

Nur dans la régulation hormonale de POMC sera traitée dans la section 1.4, ainsi qtie

dans les chapitres 3, 4 et 5 de cette thèse.

Bien que NGFI-B semble impliqué dans de nombreux processus cellulaires,

l’inactivation du gène NGfI-B n’a produit aucun phénotype marqué (275), ce qui suggère

que sa fonction ne soit pas unique. Il est très probable que les autres membres de la

famille jouent des rôles partiellement redondants avec ceux de NGfT-B, ce qui pourrait

expliquer l’absence de phénotype des souris NGFI-B. Ainsi, il a été montré que

l’expression de Nui-ri est triplée dans ces souris et que Nor-i peut compenser pour NGFI

B dans l’apoptose des cellules T (88). Deux groupes ont rapporté des résultats très

divergents concernant l’inactivation du gène NOR-]. En effet, une première publication a

fait état d’un phénotype très subtil des souris NOR-F’, dont la conclusion majeure est

que NOR-1 est essentiel à la prolifération des canaux semi-circulaires de l’oreille interne

(383). Récemment toutefois, une deuxième étude a imputé un rôle essentiel pour NOR-I

dans le développement précoce. En effet, leurs souris NOR-ï’ meurent au jour e8, avant

la fin de la gastrulation, et présentent de nombreux défauts de prolifération et de

patterning (118).

Par contre, l’inactivation de Nurri présente un phénotype frappant et sans appel

ces souris n’ont pas de système dopaminergique mésencéphalique (539). Plusieurs gènes-

cibles de Nurri ont été identifiés dans le système doparninergique, notamment à l’aide
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des souris NmT1’. Ainsi, Nurri régule l’expression de la tyrosine hydroxylase, l’enzyme-

clé de la voie de biosynthèse de la dopamine, et ce de manière dépendante du contexte

cellulaire (230,417). Nui-ri semble aussi réguler plusieurs autres étapes de la biosynthèse

et de la sécrétion de la dopamine. Ainsi, NuIT1 module la transcription de l’enzyme

décarboxylase AADC, de la protéine de transport vésiculaire VMAT2, ainsi que du

transporteur membranaire de la dopamine DAT (180,416). Notons aussi que Nurri est

essentiel à l’expression du récepteur tyrosine kinase Ret, un récepteur de neurotrophines,

dans les neurones dopaminergiques (494). Il est intéressant de noter que dans ces

neurones, qui dégénèrent dans la maladie de Parkinson, Nurri est le seul membre de la

famille à être exprimé. L’hypothèse d’un rôle de Nui-ri dans cette maladie a été renforcée

par l’identification dans le gène NURRI de mutations associées avec des formes

héréditaires de la maladie de Parkinson (269). Ces mutations semblent affecter la stabilité

de la protéine ainsi qcte sa capacité à transactiver le gène de la tyrosine hydroxylase (voir

pltis bas). Ces observations ont incité plusieurs groupes à tenter la fabrication in vitro de

neurones dopaminergiques. Ceci a été réussi en surexprimant Nurri dans des cellules

souches neuronales (229,491). Toutefois, la surexpression de Nmrl n’est pas en soi

suffisante pour induire le phénotype dopaminergique à partir de cellules souches; il faut

pour cela traiter ces cellules avec un extrait d’astrocytes de typel provenant du

mésancéphale ventral (491). Ces manipulations ont été faites dans l’optique de greffer ces

neurones à des patients atteints de Parkinson. Ceci a été réussi dernièrement sur des

souris ayant subies l’ablation pharmacologique du système dopaminergique (229). Dans

ces souris, les neurones greffés, fabriqués in vitro en surexprimant Nurri, se comportent

comme des neurones doparninergiques endogènes.

1.3.2.2 Mécanismes d’action des facteurs Nur

Les facteurs Nur ont la particularité de pouvoir lier l’ADN sous forme de

monomères, d’hétérodimères avec RXR, de même qu’en hétéro- ou homodimères entre

membres de la famille. Outre cette versatilité mécanistique, l’activité des facteurs Nui- est

modulée par diverses modifications post-traductionnelles et interactions avec d’autres

régulateurs transcriptionnels.
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1.3.2.2.1 Liaison à l’ADN des facteurs Nur

Au sein de la superfarnille des NRs, NGFI-B a été le premier récepteur nucléaire

pour lequel il a été montré que l’activation de la transcription pouvait être due à un

monomère (508,511). La séquence d’ADN spécifiquement reconnue par NGfI-B a été

identifiée par sélection génétique dans la levure et désignée NBRE (pour NGFI-B

response element). Cette séquence de huit paires de bases contient un motif de

reconnaissance conservé pour plusieurs récepteurs nucléaires (309), soit l’hexanucléotide

AGGTCA, précédé par deux adénines (A). Ces deux dernières sont très importantes et la

structure cristallographique du LBD de NGFI-B lié au NBRE a montré que ces adénines

sont reconnues par le CTE de NGFI-B (321,511). Nurri et NOR-l peuvent également lier

le NBRE in vitro et activer la transcription d’un gène rapporteur contenant cette séquence

(540). On a d’abord cru qu’il s’agissait du seul mode d’action des facteurs Nur et ce

mécanisme a été présenté comme un nouveau paradigme d’action de cette classe de

facteurs. Il fut donc étonnant de découvrir que DHR38, l’homologue de NGFI-3 chez la

drosophile, peut interagir fortement avec lisp, l’homologue du récepteur de l’acide 9-cis

rétinoïque RXR. Peti après, il fut démontré que la formation d’hétérodimères NGFI

B/RXR est possible (374). Ces hétérodirnères lient des séquences d’ADN formées de

répétitions directes espacées par cinq nucléotides, désignées DR5 dans la nomenclature

habituelle (309). Fait unique en comparaison des autres hétérodimères formés par RXR,

l’activité transcriptionnelle de NGFI-B/RXR dépend de la présence de l’acide 9-cis

rétinoïque (374). Il semble que cet hétérodirnère puisse activer la transcription via un

élément NBRE, et dans ce cas, NGFI-B serait le seul partenaire de dirnérisation à lier

l’ADN. Notons que ces propriétés ne s’appliquent pas à NOR-1 qui ne peut interagir avec

RXR (540).

Récemment, notre équipe a identifié un nouveau mécanisme d’action pour les

facteurs Nur. Nous avons montré que des homodirnères de NGFI-B peuvent lier um

nouvel élément de réponse aux facteurs Nur, le NurRE (Nur response element). Cet

élément a été identifié dans la région régulatrice du gène POMC (379). Le NurRE a une

structure palindromique constituée de deux demi-sites de huit paires de bases chacun,

tous deux apparentés au NBRE (concordance de six paires de bases sur huit). hi vitro, le

NurRE lie préférentiellement des dimères de NGFI-B et cette liaison, de même que la
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réponse transcriptionnelle au CRH, nécessite la présence des deux demi-sites (379). Six

nucléotides séparent les demi-sites, ce qui fait donc du NurRE un élément ERÏO selon la

nomenclature habituelle (309). Le NurRE est beaucoup plus sensible à l’action de NGFI

B que le NBRE, activant jusqu’à cinquante fois plus la transcription de gènes rapporteurs.

De même, il est pïus sensible aux signaux physiologiques tels la stimulation par le CRH

de cellules AtT-20 ou le déclenchement du programme apoptotique par activation du

TCR d’hybrydomes (379). Enfin, mentionnons que le chapitre 2 de cette thèse portera sur

la formation d’hétérodimères entre membres de la famille Nur sur le NurRE.

1.3.2.2.2 Modulation de l’activité transcriptionnette des facteurs Nur

Il est généralement admis que la capacité d’un récepteur nucléaire à activer la

transcription lui est conférée par la liaison de son ligand. Toutefois, dans le cas de la

famille Nur, la nature et même l’existence d’un tel ligand restent élusives. La nature de ce

ligand est d’autant plus énigmatique que des expériences ont montré que NGFI-B est

transcriptionnellement actif même en absence complète de sérum; ceci suggère donc que,

Q s’il existe un ligand, ce pourrait être une molécule intracellulaire. Des études structurales

récentes semblent même indiquer que les facteurs Nur sont des orphelins ‘purs’. En effet,

la structure cristallographique du LBD de Niirri et de DHR38 a révélé l’absence de la

cavité classiquement retrouvée chez les autres NRs où se logent normalement les ligands.

En effet, plusieurs résidus hydrophobiques projettent leurs chaînes latérales dans cette

région, rendant l’accès d’un ligand à cette ‘poche’ impossible à cause de l’encombrement

stérique. De plus, ces études ont montré que le LBD des facteurs Nur ne contient pas de

site de liaison classique aux coactivateurs (28,496). Mentionnons qu’il a été rapporté que

le 6-mercaptopurine (6-MP), une petite molécule liposoluble largement utilisée pour

traiter divers types de leucémie, est capable de moduler l’activité transcriptionnelle de

NOR-l et de Nurri. Toutefois, dans les deux cas, c’est le domaine N-terminal qui semble

médier l’activité du 6-MP et celui-ci ne semble pas lier directement le récepteur

(359,499).

Malgré l’absence apparente de ligand naturel, les facteurs Ntir sont au centre de

mécanismes intracellulaires finement régulés et dont l’activation semble dépendre de

modifications post-traductionnelles (136,176). Ainsi, les facteurs Nur sont des
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phosphoprotéines ciblées par de multiples voies de signalisation intracellulaire. Par

exemple, il a été montré que des sérines localisées en amont des doigts de zinc dans le

DBD de NGFI-B, particulièrement la sérine 316 (Sér316), sont sujettes à phosphorylation

et que cette phosphorylation inhibe la liaison à l’ADN et l’activité transcriptionnelle de

NGFI-B (111,184). Ainsi, le traitement de cellules PCÏ2 avec le facteur neurotrophique

NGF (Nerve Growth Factor) induit la phosphorylation de la Sér3 16, ce qui réprime

l’activité transcriptionnelle de NGFI-B (220). De pltts, le domaine N-terminal de NGFI

B est fortement phosphorylé dans les cellules COS, ce qui semble requis pour l’activité

transcriptionnelle du récepteur, tandis que le domaine C-terminal est dépourvu de

phosphorylation (111). Dans les surrénales, Pactivation de NGFI-B par l’ACTH semble

colTéler avec une phosphorylation accrue du domaine N-terminal de la protéine et une

déphosphorylation de la Sér316 (111,371).

Bien que la nature exacte des kinases et phosphatases médiant ces signaux

intracellulaires reste largement inconnue, plusieurs études ont identifié des enzymes

capables de modifier les facteurs Nur et d’ainsi moduler leurs activités

transcriptionnelles. Par exemple, PKÀ et 90rsk peuvent phosphoryler la Sér3 16 in vitro

(111,184). De plus, le NGF induit une kinase qui phosphoryle la Sér316 dans les cellules

PC 12, et cette kinase semble être identique à la Fos kinase et à la pp90t2 (185,454). La

kinase Akt (PKB) cible également la Sér316 in vitro et in vivo, ce qui inhibe les effets

pro-apoptotiques de NGFI-B dans les fibroblastes et les lymphocytes T (3 13,372). Outre

son action sur la Sér316 dans les cellules PC12, le NGF induit la phosphorylation de la

sérine 105 de NGFI-B. Cette phosphorylation, médiée par la voie MAPK, induit

l’exportation de NGFI-B (et de son partenaire RXR) du noyau vers le cytoplasme (221).

Nun-1 est aussi ciblé par des kinases et il a récemment été démontré que le récepteur

tyrosine kinase Ret réprime l’activité transcriptionnelle de Nurri dans les cellules 293.

Cet effet répressif est médié par la voie MAPK et dépend du LBD de Nurri, dont la

phosphorylation semble induire le passage d’tme conformation active à un état inactif

(496). Mentionnons aussi que Nurri peut être sumoylé sur deux résidus lysines et que ces

modifications régulent différenciellement son activité tandis que la sumoylation de la

lysine 91 inhibe son activité, celle de la lysine 577 la rehausse (150).
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Les facteurs Nur interagissent avec plusieurs autres protéines qui ainsi modulent

l’activité transcriptionnelle de ces récepteurs. Par exemple, outre RXR (voir plus haut),

les facteurs Nur interagissent avec d’autres NRs, tels COUP-Tf et GR (voir section

1.4.1). Dans ces deux cas, l’activité transcriptionnelle des facteurs est réprimée (311,518).

NGfI-B interagit aussi avec la protéine promyélocytique PML, ce qui inhibe l’activité de

liaison à l’ADN du NR (520). Le même phénomène est observé entre NGFI-B et le

domaine intracellulaire du récepteur Notch-l (209). Cette interaction est très intéressante

car elle porrait expliquer l’effet anti-apoptotique de Notch-1 lors de l’activation du TCR.

PIASy, une SUMO-E3 ligase, interagit avec Nurri et réprime son activité sur le NBRE, et

ce de manière indépendante de la sumoylation de Nurri (150). L’activité

transcriptionnelle de NOR-1 est régulée notamment par l’homéoprotéine Six3, qui agit

différemment selon le contexte cellulaire. En effet, tandis que Six3 réprime l’activité de

NOR-1 dans des chondrocytes (355), elle rehausse les effets transcriptionnels de ce NR

dans la lignée cellulaire MCF-7, dérivée d’une tumeur de glande mammaire (257).

Contrairement à la majorité des autres NRs, on a cru un certain temps que les

facteurs Nctr ne recrutaient pas de cofacteurs transcriptionnels classiques (voir section

1.3.3). Ceci est surtout venu de l’observation que les facteurs SRCs ne rehaussent pas

l’activité Mur sur le NBRE (73), et que classiquement les coactivateurs sont recrutés par

l’AF-2 des NRs, un domaine généralement moins important pour les facteurs Nur que

l’AF-l. Les travaux qui feront l’objet du chapitre 3 de cette thèse ont donc pour la

première fois identifié les facteurs SRCs et CBP/p300 comme des coactivateurs

spécifiques aux dirnères de facteurs Mur en réponse à l’activation de la voie de l’AMPc.

Au même moment, un groupe a rapporté que la CamK IV module le recrutement du

coactivateur ASC-2 et du corépresseur SMRT par NGfI-B (445). Depuis, le recrutement

des coactivateurs SRCs, CBP/p300, p/CAF et DRIP-205 par NGFI-B et NOR-1 a été

documenté (498,499). De plus, notre équipe a récemment montré que le régulateur

transcriptionnel Rb interagit avec NGFI-B et qu’il rehausse l’effet coactivateur des

facteurs SRCs sur la transcription induite par les facteurs Mur (29).

1.3.3 Les cofacteurs transcriptionnels

Q
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Les cofacteurs transcriptioirnels peuvent être définis comme étant des facteurs ne

liant pas l’ADN que les NRs et les autres types de facteurs de transcription recrutent pour

complémenter leurs fonctions transcriptionnelles. L’idée que l’action des NRs impliquait

l’interaction avec des facteurs accessoires autres que la machinerie basale de transcription

date de plusieurs décennies. Cette notion de facteurs intermédiaires a été renforcée par

des études montrant que l’activité d’un NR peut être titrée par la surexpression d’un autre

récepteur, de même que la démonstration que les domaines d’activation, lorsque greffés à

une chimère, montrent une activité histo-spécifique (3 18). À ce jour, plus d’une trentaine

de cofacteurs transcriptionnels des NRs ont été catalogués. Ceux-ci peuvent être

grossièrement divisés en deux grandes classes; les corépresseurs qui atténuent l’activité

transcriptionnelle lorsque recrutés au promoteur et les coactivateurs qui la rehaussent

(315,318,319).

1.3.3.1 Les coactivateurs transcriptionnels

Diverses approches biochimiques et de clonage par expression ont permis

d’identifier un grand nombre de facteurs capables d’interagir et de potentialiser la

transcription induite par les NRs. Ces coactivateurs, qui se lient aux NRs en présence oti

en absence de ligands, font souvent partie de complexes multiprotéiques. Bien que de

nature très diverses, ces coactivateurs contiennent souvent un motif LxxLL, aussi appelé

boîte NR (178). Ce motif, présent en une ou plusieurs copies, médie l’interaction du

coactivateur avec le LBD du holo-récepteur, rehaussant ainsi l’activité AF-2-dépendante.

Outre cette particularité structurale, les cofactetirs présentent peu de

caractéristiques communes et accomplissent souvent des fonctions très distinctes. Ainsi,

certains cofactetirs servent principalement d’échafaudage moléculaire entre les NRs et la

machinerie de transcription de base. C’est le cas notamment des facteurs du complexe

Médiateur qui interagissent avec les NRs, spécifiquement en présence du ligand, via le

motif LxxLL de la composante TRP22O/DRTP2O5 du complexe (338). Parmi les autres

coactivateurs de ce type, mentionnons ASC-2 qui peut faire le pont entre les NRs,

CBP/SRC-1 et le complexe Médiateur (276), de même que SRA, tin ARN qui rehausse

spécifiquement l’activité Af-1-dépendante de plusieurs NRs (262). D’autres

coactivatectrs exercent leurs activités grâce à leurs fonctions enzymatiques. Par exemple,
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la convergence entre le système ubiquitine-protéosome et la signalisation par les

récepteurs nucléaires se manifeste également au niveau des coactivateurs. Ainsi les

ubiquitine-ligases E6-AP et RPf 1, de même que l’ubiquitine-conjugase Ubc9, sont des

coactivateurs pour plusieurs récepteurs nucléaires (315). Enfin, plusieurs cofacteurs

agissent en tant que remodeleurs de la chromatine. C’est le cas dLI complexe SWIISNF,

qtii cause des changements structuraux sur la chromatine et facilite la liaison des NRs à

l’ADN nucléosomale de manière dépendante de l’ATP (33$). D’autres coactivateurs

modifient de manière covalente les histones, tel les méthylases CARM-1 et PRIVIT-1

(318). Toutefois, les mieux étudiés parmi les coactivateurs de cette dernière classe sont

les acétyltransférases, dont les familles CBP/p300 et SRC/p160 sont les prototypes.

1.3.3.1.1 Les cofacteurs CBP!p300

Contrairement aux facteurs ATPase qui tel SWI/SNF affectent des domaines

entiers de chromatine, les acétyltransférases agissent plus localement, en modulant

l’interaction des histones entre eux ou avec l’ADN. Il existe ainsi une relation étroite

entre acétylation et transcription, illustrée par l’observation que les régions

hyperacétylées du génome correspondent aussi à celles le plus activement transcrites

(315). CBP et le facteur apparenté p300, qui comptent parmi les premiers coactivateurs

identifiés, possèdent une activité HAT intrinsèque et il a été rapporté qtt’ils participent à

l’activité de centaines de facteurs de transcription différents (pour revue, voir référence

(488)). Outre son activité enzymatique, CBP/p300 semblent exercer leurs fonctions en

servant de plate-forme entre les facteurs de transcription, certaines composantes de la

machinerie de transcription de base, tel TfIID et TFIIB, et la RNA Ol II. De plus, la

capacité de CBP/p300 à interagir avec plusieurs facteurs de transcription à la fois rend

possible son recrcttement coopératif par ceux-ci, ce qui souvent été cité comme base

inéc ani sti que potentielle de la synergie transcriptionnelle.

Les facteurs CBP/p300 interagissent directement avec les NRs en présence de

ligands, via un motif LxxLL dans l’extrémité N-terminale (76). Toutefois, il apparaît que

les NRs soient le plus souvent recrutés par d’autres coactivateurs ayant plus d’affinité

pour les NRs et qui forment, avec CBP/p300, un grand complexe HAT. Parmi les plus

C irnpolÏants de ces autres coactivatetirs figurent les membres de la famille SRC/p160 qui
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interagissent directement avec CBP/p300 (voir pltis bas). Au sein de ces complexes,

CBP/p300, de même que certains facteurs associés tel p/CAF, semblent principalement

responsables de l’activité HAT. La perte de l’activité acetyltransférase de CBP par des

mutations dans le motif PHD a été impliquée dans syndrome Rubinstein-Taybi,

confirmant ainsi l’importance de sa fonction HAT (216). De plus, CBP et p300 semblent

jouer des rôles importants au cours du développement embryonnaire, puisque

l’inactivation génique de ces facteurs mène à des effets pléiotropiques qui dépendent du

dosage génique et qui affectent divers processus de morphogenèse, de prolifération et de

différenciation cellulaire (248,533).

1.3.3.1.2 La famille SRC/p160

L’utilisation du LBD (contenant le domaine d’activation autonome AF-2) de

divers NRs dans des expériences de clonage par double-hybride a rapidement mené

plusieurs laboratoires à identifier la famille de coactivateurs SRC/p160 (SRC5). Cette

famille comprend trois membres, SRC-1/NCoA-1, SRC-2/GRIP-l/T1F2 et SRC

3/p/CJP/ACTR’RAC3/AIB- 1, qui partagent une structure modulaire commune (pour

revues voir références (277,523,525)). Ainsi, le coté N-terminal des SRCs contient un

domaine bHLH-PAS, suivi par un groupe de 3 boîtes NR au centre de la protéine

(domaine RID). Le côté C-terminal comprend un domaine Q riche en glutamine, flanqué

par deux domaines d’activation autonomes, AD1 et AD2, qui chevauchent les sites

d’interactions avec CBP et CART\4-1 respectivement. L’extrémité C-terminal comprend

également le domaine conférant l’activité enzymatique HAT. Notons qu’il existe deux

isoformes de SRC-l, soit SRC-la et SRC-le, qui varie uniquement dans l’extrémité C-

terminale. Ces isofonnes semblent être fonctionnellement distincts puisque SRC- le

rehausse beaucoup plus fortement l’activité de ERŒ (215).

Les membres de la famille SRC/p160 modulent l’activité transcriptionnelle d’un

large spectre de NRs, en interagissant via le domaine RID avec l’AF-2 des récepteurs

activés par les ligands. De plus, de nombreux NRs interagissent avec les SRCs via l’AF

1, souvent suite à la phosphorylation de ce domaine du récepteur. Dans le cas de

l’interaction entre ERŒ et SRC-2, 1’AF-l contacte directement le domaine Q de SRC-2,

tandis que l’AF-2 peut interagir indépendamment avec le domaine RID, ce qui explique
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la synergie observée entre l’AF-l et 1’AF-2 de ce récepteur (34). Outre les NRs, les SRCs

rehaussent l’activité de plusieurs atitres types de facteurs de transcription. SRC-1 interagit

ainsi avec NF-KB, SMAD3 et AP-l, tandis que SRC-2 interagit avec c-jun, rnyogenin et

MEF2c (277,525). Ces observations suggèrent donc que les SRCs peuvent servir

d’intégrateurs de multiples voies de signalisation intracellulaires.

Les diverses études ayant adressé les rôles physiologiques des SRCs par

inactivation génique ont permis de confirmer leur pertinence en tant que coactivateurs des

NRs (voir revue dans référence (523)). Ainsi, les souris SRC-F’ sont partiellement

résistantes aux hormones stéroïdiennes et thyroïdiennes, et souffrent d’anormalités de

croissance et de développement de certains tissus-cibles de ces hormones (526).

L’inactivation de SRC-2 entraîne une hypofertilité, une mobilisation accrue des graisses

et une résistance à l’obésité (381). Les souris SRC-3’ quant à elles présentent des défauts

de croissance généralisés, d’infertilité chez les femelles et de développement aberrant des

glandes mammaires (524). La nature subtile des phénotypes observés (surtout pour SRC

I et SRC-2) suggère une redondance fonctionnelle entre les membres de la famille

SRC/p160. Les SRCs jouent également des rôles dans certains cancers, ce qui confirme

leur implication dans la croissance cellulaire. Ainsi SRC-3 est amplifié dans 5 à 10% des

tumeurs mammaires et dans 7 à 8% des cancers ovariens (15). De plus, la transiocation

chromosomique inv(8)(pl 1q13) fusionne SRC-2 au gène MOZ, ce qui contribue à la

pathogenèse des leucémies myéloïdes aigues (67).

Étant donné leurs structures modulaires et leur forte affinité pour les NRs en

présence ou absence de ligands, il a été suggéré que les SRCs servent surtout

d’adaptateurs moléculaires recrutant le complexe HAT formé de CBP/p300 et de p/CAF.

En effet, leur activité HAT intrinsèque n’est pas requise pour exercer leurs fonctions de

coactivateurs, et il semble d’ailleurs que SRC-2 n’en possède tout simplement pas (523).

En plus des HATs, les SRCs recrutent d’autres coactivateurs aux promoteurs des gènes

cibles via des interactions directes. Ces coactivateurs incluent la méthyltransférase

CARN’I-l, les adaptateurs RLP14O, ASC-2, SRA et PGC-1, de même que BAF57, un

membre du complexe SWPSNF (525). De plus, il a été montré que les membres de la

famille SRC/pl 60 peuvent hétéro- et homomultimériser (316). Toutefois, les

conséquences fonctionnelles de cette multimérisation ne sont pas encore connues.
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1.3.3.2 Les corépresseurs transcriptionnels

De nombreux NRs, notamment ceux formant des hétérodimères avec RXR,

exercent des fonctions importantes en réprimant activement la transcription. La quête de

facteurs interagissant avec ces NRs a mené à l’identification de SMRT et N-CoR, les

deux corépresseurs des NRs les mieux étudiés (84,192). SMRT et N-CoR sont recrutés

aux NRs en absence de ligands ou en présence d’antagonistes tel le tarnoxifen ou le

RU486. La reconnaissance par les NRs de ces corépresseurs se fait au travers d’un motif

en hélice amphipatique Lxxxlxxx(IIL), appelé boîte CoRNR (196). SMRT et N-CoR sont

structurellement apparentés et possèdent tous deux de multiples domaines de répression

indépendants. À l’instar des coactivateurs SRC/p 160, SMRT et N-CoR exercent leurs

fonctions transcriptionelles en recrutant des complexes multiprotéiques. Dépourvus

d’activité enzymatique intrinsèque, les corépresseurs doivent attirer au promoteur des

facteurs possédant des fonctions d’histones déacétylases tel Sin3 et les HDACs (211). La

délétion du locus N-CoR a confirmé son rôle de corépresseur puisque de nombreux

C gènes-cibles des NRs se trouvent déréprirnés chez ces sotiris (210). De plus, ces souris

présentent des défauts dans le développement du CNS, des érythrocytes et des

thymocytes, suggérant que la répression active par les NRs est essentielle au cours du

développement embryonnaire.

Parmi les nombreux autres corépresseurs identifiés à ce jour, signalons REA qui

atténue spécifiquement l’activité de ERŒ en compétitionant la liaison de SRC-1 en

présence de ligand (327). Mentionnons également le complexe ATPase NURD, de même

que Trip l/SUG1, une hélicase faisant partie de la sous-unité PA700 du protéosorne 26S,

et qui se comporte en corépresseur de NRs (315). Enfin, mentionnons que certains

coactivateurs peuvent parfois se comporter en corépresseur. C’est le cas de SRC-2 qui

rehausse l’activité répressive de GR sur le promoteur de la collagénase-3, via des

domaines distincts de ceux impliqués dans la coactivation (408,409).

1.3.3.3 La régulation des régulateurs

Une quantité sans cesse croissante d’études suggèrent que les coactivateurs et les

C corépresseurs soient la cible de multiples voies de signalisation qui régulent ainsi leurs
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propriétés transcriptioimelles. La phosphorylation est depuis longtemps associée à la

modulation de l’activité des NRs. Or, plusieurs études ont montré qu’en plus des NRs, les

kinases ciblent aussi directement les coactivateurs. Le cas classique est CBP/p300, sur

lequel convergent plusieurs voies de signalisation. Par exemple, il est connu que la

capacité de CBP à servir de coactivateur pour le facteur CREB est rehaussée en réponse

au calcium ou à un activateur de l’AMPc, par des voies impliquant les kinases CamKIV

et PKA respectivement (488). De plus, les propriétés enzymatiques de CBP semblent être

sous le contrôle des kinases dépendantes des cyclines (CDKs). En effet, CBP/p300 n’est

pas phosphorylé dans les cellules en phase Gi, et la phosphorylation par cyclinE/CDK2

entraîne le passage G1/S, ce qui corrèle avec l’accroissement de leur activité HAT (9).

Une même voie de signalisation peut affecter l’activité d’un coactivateur de plusieurs

manières, tel qu’illustré par SRC-3 dont la phosphorylation par les MAPKs entraîne sa

redistribution du cytoplasme vers le noyau, tout en favorisant aussi son interaction avec

CBP/p300 (13 8,497). La relocalisation subcellulaire des cofacteurs transcriptiotrnels suite

à la phosphorylation semble être un mécanisme privilégié de régulation. Par exemple, la

phosphorylation de SMRT par les MAPKs entraîne la redistribution du corépresseur du

noyau vei-s le cytoplasme ou vers un compartiment périnucléaire (188). Enfin,

mentionnons que la MAPK p38 cible le coactivateur PGC-1 pour induire son relâchement

d’un complexe qui le maintient séquestré dans un état inactif (235).

La conjugaison de SUMO-1 peut également moduler l’activité de certains

coactivateurs. Ainsi, il a été rapporté que SRC-1, SRC-2 et p300 peuvent être sumoylés.

Dans le cas de SRC-1, la sumoylation sur les résidus Lys-732 et Lys-774 augmente son

potentiel de coactivation de l’activité de PR et ERa. La conjugaison de SUMO-1 sur

SRC-1 augmente l’interaction physique entre PR et SRC-1 et prolonge la rétention de

SRC-Ï dans le noyau. De pius, la sumoylation n’empêche pas l’ubiquitination de SRC-1

et ne semble pas non plus affecter la stabilité de la protéine (81). À l’inverse, la

sumoylation des résidus lysine 731 et 788 de SRC-2 semble interférer avec sa capacité à

rehausser l’activité de AR (237). Les sites Lys-731 et Lys-788 sont localisés dans le

domaine NID de SRC-2 et leur substitution en arginines empêchent l’interaction du

coactivateur avec AR. Conséquemment, la surnoylation de SRC-2 semble être requise

pour qtie SRC-2 puisse fonctionner en tant qtie coactivatetir de AR. Enfin, il a récemment
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été montré que la répression médiée par p300 dépend de la surnoylation du domaine de

transrépression CRD1, qui lorsque modifié par SUMO-1 recrute la déacétylase HDAC6

(162).

L’acétylation peut également moduler l’activité des cofacteurs puisqu’il a été

montré que SRC-3 est une acétylase acétylée par CBP/p300 sur des lysines avoisinant le

domaine RID d’interaction avec les NRs. Cette modification interfère avec la capacité de

SRC-3 à interagir avec ERa sur les promoteurs de p52, CathepsineD et c-myc ($3).

L’ubiquitination semble également affecter l’activité de divers coactivateurs en modulant

la stabilité de ceux-ci. Ainsi, SRC-1, SRC-2, SRC-3 et CBP sont probablement des cibles

de dégradation par la voie ubiquitine-protéosome puisque les niveaux de tous les quatre

sont augmentés suite au traitement par le MGi 32, un inhibiteur spécifique du protéosorne

26S. De plus, lorsque fusionnés au DBD de Ga14, l’activité transcriptionnelle de ces

quatre coactivatetirs est rehaussée par le MG132, surtout dans le cas de CBP (29$).

Mentionnons qu’une autre étude a déjà démontré qtie le corépresseur N-CoR est une cible

pour la dégradation protéosomale et cette dégradation est modulée par l’interaction avec

mSiah2 (541). L’ensemble de ces observations suggère donc qtie les modifications post

traductionnelles soient irnphquees a detix niveaux de la voie de signalisation des NRs,

soit en régulant les niveaux de récepteurs ainsi que ceux des cofacteurs transcriptiomiels.

1.4 Mécanismes de la régulation hormonale de la transcription de POMC

Une multitude de facteurs extrinsèques exerce une fine régulation de la transcription

du gène POMC au niveau de l’hypophyse. Souvent, il s’agit des mêmes hormones et

cytokines qui régulent la sécrétion de l’ACTH (voir section 1.1.3.4). Ainsi, diverses

études ont montré que les catécholamines (16), les hormones peptidiques de la famille

glucagon/sécrétine VIP et PACAP (17) ainsi que divers sulphonylurées (329), rehatissent

la transcription hypophysaire de POMC. De plus, plusieurs cytokines semblent en mesure

de moduler l’expression de POMC puisqu’un effet stimulateur par les interleukines IL-13

et IL-6, de même qu’un fort effet répresseur par INFŒ et 1NF7 ont été rapportés (222). Par

contre, certains sécrétagogues importants comme l’AVP et l’AngII ne semblent pas être

(J) en mesurer d’influencer significativement la transcription de POMC (16). Même des
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composantes de la matrice extracellulaire, telles la fibronectine, la lamine et le collagène I

peuvent inhiber la transcription de POMC dans les AtT-20, suggérant un rôle pour la

signalisation par les intégrines dans la modulation de l’expression de POMC (247).

Toutefois, la transcription de POMC est principalement régulée positivement par le

CRH et négativement par les glucocorticoïdes, soit les deux mêmes honnones qui

commandent la sécrétion de l’ACTH. De plus, le gène POMC est sous le contrôle du

facteur LIF, qui synergise avec le CRH pour activer la transcription de POMC. La section

qui suit portera sur ces trois voies de signalisation, en se penchant plus particulièrement

sur les éléments de réponse et les facteurs de transcription qui médient leurs effets sur le

promoteur du gène POMC.

1.4.1 Régulation négative par les glucocorticoïdes

Bien qu’il soit comni depuis une soixantaine d’années que les Gc rabaissent les

niveaux d’ACTH sanguin, ce n’est que depuis le milieu des années 1980 qu’un rôle au

niveau de la transcription de POMC hypophysaire, en plus de celui sur la sécrétion

d’ACTH, a été impliqué. En effet, en 1983 Birnberg et coll. ont montré par hybridation in

situ que les niveaux d’ARNrn de POMC hypophysaire augmentaient dramatiquement

chez des rats adrénalectomisés, et que cette augmentation pouvait être renversée par

l’administration de Gc (42,93). Puis, par des expériences de transcription in vitro

d’extraits nucléaires (nuclear run-off), il a été démontré que la répression de l’expression

de POMC par les Gc se fait au niveau de la transcription (131).

Les premières études portant sur les séquences régulatrices de POMC ont montré

que dans un système de transcription in vitro, la délétion de la séquence entre -59 et -53

du promoteur augmente l’activité transcriptionelle de 3 fois, et ce spécifiquement en

utilisant un extrait d’AtT-20 et non de HeLa, qui sont des cellules d’origine fibroblastique

(324,347). Subséquemment, la dissection du promoteur POMC de rat a mené à

l’identification d’un élément de réponse négative aux Gc, le nGRE, dans la région

proximale du promoteur POMC (-70/-56) (128). Ainsi, il a été montré que cet élément de

régulation est compris dans les séquences nécessaires à la répression par les Gc en souris

transgéniques (128,339) et qu’il confère une réponse aux Gc lors d’expériences de

transfection dans les cellules AtT-20 (128,339). Trois molécules de GR peuvent lier le
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nGRE potir former tin complexe ADN/protéines plutôt inhabituel où un dirnère de GR

fait face à un troisième récepteur qui se lie sur le côté opposé de l’ADN (122,127). Le

mécanisme par lequel ce trimère de GR exerce son action répressive par le nGRE reste à

être élucidé. En effet, bien que GR pourrait dans ce contexte recruter des corépresseurs, il

a aussi été proposé que GR déplace le NGFI-B lié au site NBRE, qui chevauche le nGRE,

sur le promoteur de POMC (335).

Notre équipe a aussi montré qtïe l’activité du NurRE peut être réprimée par les Gc

(380). Dans ce cas, GR ne se lierait pas à l’ADN (il ne peut lier le NurRE), mais il

antagoniserait pltitôt l’activité des facteurs Nur. En effet, l’activation transcriptionnelle

due aux facteurs Nur est renversée par l’action des Gc autant sur le NurRE que sur le

NBRE (311,380). De manière réciproque, NGFI-B antagonise GR et l’activation

transcriptioirnelle dépendante des Gc sur un GRE, l’élément de réponse positive aux Gc.

Cet antagonisme poffiTait être la conséquence d’une interaction directe entre GR et les

facteurs Nui-, puisque ces récepteurs peuvent interagir dans un essai d’interaction in vitro

de même que par co-immunoprécipitation à partir d’extraits d’AtT-20 (311).

L’interaction de même que l’antagonisme mutuel entre GR et les facteurs Nur requièrent

les DBDs des deux récepteurs (3 11). De plus, la liaison de GR sur un élément GRE est

inhibée progressivement par des quantités croissantes de NGFI-B et le même effet

inhibiteur est observé avec des qttantités croissantes de GR sur la liaison de NGFI-B au

NurRE. L’ensemble de ces observations suggèrent que le mécanisme de répression de

l’activité Nur par GR soit très similaire à celui impliqué dans l’antagonisme entre GR et

AP-l (380,530).

1.4.2 Régulation positive par le LIF

Le LIF (Leukemia Inhibitory Factor) est une cytokine à effets pÏéiotropiques qui

régule positivement l’axe HPA et semble promouvoir l’ontogenèse des corticotropes au

dépend des autres lignées, en plus d’induire l’accumulation de l’ARNm de POMC et la

sécrétion de l’ACTH (10,531). Chez l’humain comme chez le rat, l’expression de LIF et

de son récepteur spécifique, LIFRa, a été détectée dans les corticotropes de l’hypophyse

embryonnaire et adulte, de même que dans la lignée AtT-20 (10,436). De plus, le LIF est

sécrété par les cellctles folliculo-stellates de l’hypophyse en réponse à la stimulation



77

hormonale (par le PACAP) ou immunitaire (par les LPS) (19). Le LIF agit en se liant à

son récepteur LIFRa, dépourvu d’activité kinase intrinsèque, ce qui entraîne la

dimérisation de ce dernier avec une sous-unité gpl3O, commune à tous les récepteurs de

la famille IL-6. Cette dimérisation entraîne l’activation de tyrosine kinases de la famille

Jak, constitutivernent associées à la portion cytoplarnique de la sous-unité gpl3O. Les

Jaks phosphorylent ensuite les facteurs de transcription STAT1 et STAT3, ce qui induit

leur homo- ou hétérodimérisation puis leur translocation vers le noyau où ils se lient à

leur élément de réponse, dont le consensus est TTCNfl’GAA (19).

Le LIF semble jouer un rôle en tant que modulateur autocrine ou paracrine de la

transcription de POMC, puisqu’outre son effet activateur propre, le LIF rehausse

également les effets du CR11 sur la transcription de POMC dans les AtT-20 (57,396).

L’action de LIF sur le promoteur POMC est indépendante de l’AI\4Pc mais dépend plutôt

de l’activation de STAT3, tel que démontré à l’aide de mutant dominant-négatif de

STAT3 (56,396). Divers éléments dans le promoteur ont été proposés comme médiateurs

de la réponse directe au LIF. Une première étude a suggéré que STATÏ/3 se lient à deux

sites de faible affinité chevauchant le NurRE, soit à -399/-389 et -390/-379 sur le

promoteur de rat (58). Toutefois, il a récemment été démontré que seul le site -390/-379

est lié par STAT1 et STAT3 et qu’il est suffisant et nécessaire pour médier la réponse aci

LIF (337). OtLtre son action directe par STATÏ/3, le LIF agit indirectement via le site AP

I (+41/+47) en induisant l’expression des facteurs CREB, jun et fos (5$). De plus, le LIF

semble agir sur la région -166/-96, mais les facteurs liant cet élément restent toutefois

inconnus (337). Enfin, la synergie entre LIF et CRH semble médiée par la région -173/-

160, un élément lié par le facteur PCRH-REB-l (voir plus bas), de même que par le site

AP-1 du promoteur (57,58,212).

1.4.3 Régulation positive par Je CR11

Otitre son rôle de principal sécrétagogue de l’ACTH, l’hormone hypothalarnique

CRH agit également en stimulant l’expression du gène POMC. Ainsi, il a été démontré

que le CR11 augmente le taux de transcription de POMC, ce qui mène à une augmentation

de la concentration de 1’ARNm cytoplasmique de POMC (147,14$). Étant donné son rôle

central dans la régulation hormonale de l’expression de POMC, les prochaines sections
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s’attarderont sur les mécanismes d’action du CRH de même que sur ses divers rôles

physiologiques.

1.4.3.1 Les voies de signalisation induites par le CR11

Le CRH est une hormone peptidique de 41 aa qui a d’abord été identifiée en tant

que sécrétagogue de l’ACTH (482). Depuis sa découverte, de nombreuses études ont

pemris de préciser les mécanismes d’action du CRH dans les corticotropes. Ainsi, il a été

démontré que le CRH active rapidement la production d’AMPc (255), un second

messager dont la capacité à stimuler la sécrétion de 1’ACTH était déjà connue (481).

D’autres ont ensuite montré que les effets du CRH et de l’AMPc passent, du moins en

partie, par l’activation de la PKA, puisque l’activité de celle-ci est augmentée de manière

dose-dépendante dans des cellules hypophysaires ou des cellules AtT-20 stimulées au

CRH (8,325). L’implication de la voie AMPc/PKA ne se limite pas à la sécrétion de

l’ACTH (voir section 1.1.3.4.1) puisque l’incorporation de PKI, l’inhibiteur spécifique de

PKA, dans des cellules AtT-20 bloque l’accumulation de l’ARNrn de POMC induite par

le CRH ou le 8-brorno-AMPc (401). De plus, tin analogue de l’AMPc, le 8-Br-AMPc,

ainsi qu’un activateur de l’adenylyl cyclase, la forskoline, produisent les mêmes effets

activateurs que le CRH sur le taux de transcription et l’accumulation de l’ARNm de

POMC (147,148). Ces études ont également montré que l’action du CRH est rapide

(atteignant un maximum entre 15 et 30 minutes) et qti’elle ne requiert pas de synthèse

protéique de n ovo, puisque le traitement au cycloheximide ne contrecarre nullement les

effets du CRH sur la transcription de POMC (147,148).

Le CRH mobilise également la voie du calcium pour faire augmenter les niveaux

de Ca2 intracellulaire. Les corticotropes expriment trois types de canaux calciques, soit

les canaux de type L, T et D (251). Or, il a été montré que le CRH induit principalement

l’entrée de calcium extracellulaire (301) et que 90% de cet effet est médié par les canaux

calciques de type L, le reste étant surtout attribuable aux canaux de type P (252).

L’importance des canaux de type L a été démontrée grâce à l’utilisation d’un inhibiteur

spécifique, la nifédipine, qui bloque non seulement la sécrétion de l’ACTH mais

également l’accumulation de l’ARNrn de POMC induite par le CRH, ainsi que la

transcription d’un gène rapporteur sous le contrôle du promoteur POMC (242,490). La
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mobilisation de calcium semble être largement dépendante de la voie AMPc/PKA. En

effet, le traitement de corticotropes en culture ou de cellules AtT-20 par la forskoline

ainsi que par divers analogues de l’AMPc produisent le même effet que le CRH sur la

mobilisation du calcium et sur l’accumulation de Ï’ARNm de POMC (301,490). De plus,

l’inhibition de l’activité de la PKA par le H-89 bloque en grande partie l’accumulation de

Ca2 intracellulaire (250). Au point de vue mécanistique, l’activation de la voie

AMPc/PKA semble favoriser la mobilisation du calcium en phosphorylant directement la

sous-unité 2 des canaux de type L (152). De plus, le CRH et l’AMPc peuvent induire

l’expression des canaux calciques de type L dans des corticotropes en culture, de même

que dans les AtT-20 (152,522). Bien que la nature exacte des voies de signalisation

médiant les effets du calcium sur le promoteur de POMC reste inconnue, un râle a

récemment été proposé pour la calcium/calrnodulin-dépendante kinase II (CarnKII), qui

agirait en induisant l’expression des facteurs Nur (242).

finalement, notons que les effets du CRH sur les corticotropes sont variés puisqu’

outre son action sur la sécrétion de l’ACTH et la transcription de POMC, il a été suggéré

que le CRI-I puisse jouer un râle dans la prolifération des corticotropes (20,171) et il est

connu que le CRH induit également la prolifération des cellules AtT-20 (486). Plus

généralement, mentionnons que les effets physiologiques du CRI-I sont médiés par deux

récepteurs couplés aux protéines G5, soit le CRH-Rl et le CRH-R2, qui outre

l’hypophyse, se retrouvent également dans une variété de tissus, notamment dans le

système nerveux central et dans les systèmes immunitaire, cardiovasculaire et reproductif

(167). L’ablation génique du CRH de même que celle du récepteur des corticotropes

CRH-Rl a confirmé le râle essentiel de cette hormone dans la réponse au stress et le

comportement anxieux (333,466).

1.4.3.2 Éléments et facteurs médïant la réponse au CR11

De nombreux facteurs de transcription ainsi que divers éléments de réponse ont

été proposés comme médiateurs des voies de signalisation élicitées par le CRI-1 stir le

promoteur de POMC. Les effets transcriptionnels des voies de signalisation du calcium et

de PKA impliquent classiquement les facteurs de transcription CREB ou ATf 1/2. Ces

facteurs se lient à des éléments de réponse à l’AMPc (CRE) ou au calcium (CaRE) qui
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sont des variations de la séquence TGACGTCA. Bien que le promoteur de POMC

humain, tout comme celui dct rat, ne contienne pas de CRE ni de CaRE classique,

quelques études ont impliqué CREB dans la régulation de l’expression de POMC en

réponse au CRH. Sur le promoteur de POMC humain d’abord, il a été montré que la

séquence entre -344 et -319 répond à la stimulation par la forskoline ainsi qu’à la

surexpression de la sous-unité catalytique de PKA. Cette séquence peut être liée par le

facteur CREB produit in vitro, tandis que la liaison obtenue à partir d’un extrait nucléaire

est partiellement surretardée par un anticorps dirigé contre la forme active de CREB, soit

celle phosphorylée sur la sérine 133 par PKA (245). Notons toutefois que cette séquence

n’est pas conservée à travers les espèces. D’autres études ont montré que le site AP-1

dans l’exon Ï du promoteur de POMC de rat (+4l/±47) pouvait également conférer une

réponse ati CRH, à la forskoline et à la sous-unité catalytique de PKA (59,60). Or, la

stimulation de cellules AtT-20 par le CRH induit la phosphorylation de CREB, de même

que la formation d’un complexe liant le site AP-1 qui semble, du moins en partie,

contenir le facteur CREB actif (59). De plus, la surexpression d’un mutant dominant

négatif de CREB réduit la réponse du promoteur, et surtout du site AP-1, à l’activation de

la voie de l’AMPc par la forskoline (59). Ces résultats corrèlent avec l’observation faite

in vivo, à partir d’hypophyses antérieures de souris, qui montre l’activation de CREB et

l’induction de sa liaison à un CRE suite à l’ablation pharmacologique de la synthèse de

Gc, ce qui simule l’activation de l’axe HPA (506).

Les facteurs de transcription des familles jun et fos, dont la dimérisation constitue

le complexe AP-1, ont également été impliqué dans la réponse du promoteur POMC au

CRH. Il a été nontré que l’induction de POMC dans l’hypophyse de rats soumis à un

stress est concomitante avec l’induction de c-Fos et de JunB, ainsi qu’à l’induction de

l’activité de liaison du complexe AP-1 à l’ADN (23). De pltis, le traitement de cellules

AtT-20 au CRH induit rapidement et transitoirement l’expression de c-Fos, FosB et JunB,

tandis que c-Jun semble exprimé de manière constitutive (24). Dans les cellules AtT-20,

le CRH, de même que la surexpression de c-Fos, induit la liaison de ces facteurs au site

AP-Ï dans l’exon Ï du gène POMC et mène à l’activation de la transcription de POMC

(60). De plus, l’expression d’un ARNm antisens de c-fos réduit la réponse

transcriptionnelle de POMC au CRH (60). L’ensemble de ces résultats montre que le site
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AP-l peut conférer une réponse au CRH, notamment à travers l’action des facteurs

CREB et c-fos. Toutefois, la mutation du site AP-1 n’affecte pas la réponse du

promoteur POMC au CRH, ce qui implique que la réponse via ce site ne constitue

certainement pas le mécanisme unique.

Deux groupes ont également montré que la région -173/-160 du promoteur de

POMC confère une réponse transcriptioirnelle au CRH et médie également une partie de

la réponse synergique entre le CRH et le LIF (57,212). Le CRH induit la liaison d’un

complexe protéique sur cet élément, et cette liaison dépend d’évènement de

phosphorylation sur des sérines (57,2 12). Un facteur liant cet élément a été cloné à partir

d’une banque d’expression d’AtT-20 et il fut baptisé PCRH-REB (POMC CRH

Responsive Element Binding factor) (212). PCRH-REB contient neuf sites potentiels de

phosphorylation par PKA et la protéine produite in vitro peut lier l’élément -173/-160.

PCRH-REB s’est avéré être identique à la grande sous-unité du complexe de réplication

C, RFC14O, tin facteur important pour la réplication et l’élongation de l’ADN,

notamment au cours de la réparation suite à des dommages de l’ADN (64). Outre ces

fonctions, PCRH-REB/RFC 140 est également un régulateur transcriptionnel. En effet,

des études ont montré que ce facteur rehausse l’activité transcriptioirnelle, via des

interactions directes, de C/EBPa dans le foie et les adipocytes et de la sous-unité p65

(Re1A) de NF-kB dans les lymphocytes (14,190). De plus, PCRH-REB/RFC 140 interagit

avec d’autres régulateurs transcriptionnels, tel Rb, p53 et l’histone déacétylase RDAC1

(13,14,373). PCRH-REB/RFC14O est exprimé dans une grande variété de tissus

périphériques, de même que dans l’hypophyse et certaines régions dtt CNS, qui ont toutes

la particularité d’exprimer le CRH (212,286). Ces résultats suggèrent que PCRH

REB/RFC14O puisse être important pour la réponse du promoteur POMC au CRH, bien

qu’il n’ait pas été montré directement que cette protéine active la transcription de POMC

ou qu’elle fait partie du complexe liant la séquence -173/-160 à partir d’extrait d’AtT-20.

Enfin, mentionnons qu’ un autre groupe a rapporté que la région -141/-106 peut également

répondre au CRH dans les cellules AtT-20, mais qu’elle est insensible à la stimulation de

la voie de l’AMPc par la forskoline (43). Les facteurs nucléaires médiant cette réponse

n’ont toutefois pas été identifiés.
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Finalement, les membres de la famille Nur ont également été impliqués dans la

réponse transcriptioirnelle de POMC au CRI-L En effet, Murphy et Coirneely ont rapporté

qtte NGFI-B et Nurri peuvent lier un site NBRE présent dans la région proximale du

promoteur (-70/-63, chevauchant le nGRE). Ce site répond à la stimulation par la

forskoline et à la surexpression de Nui-ri, et la mutation de cet élément atténue fortement

la réponse globale du promoteur à Nui-ri, mais peu la réponse à la forskoline. De plus, la

forskoline induit la liaison d’un complexe au NBRE qui contient le facteur Nurri (335).

Au même moment, la caractérisation de séquences médiant la réponse au CRI-I a mené

notre laboratoire à l’identification du NurRE, présent dans la région distale du promoteur

POMC (-383/-404) (379). Le NurRE, qui est lié par des dimères de facteurs Ntir, répond

fortement à un traitement au CRH, à la forskoline, de même qu’à la surexpression de

NGFI-B dans les cellules AtT-20 (379). Le CRI-I stimule l’expression de l’ARNm de

NGFI-B et de Nuni dans ces cellules (335,379) et l’importance de cette stimulation a été

mise en exergue par l’utilisation d’un mutant dominant négatif de NGFI-B. En effet, ce

mutant renverse l’effet de la stimulation dti promoteur de POMC, ainsi que du NurRE, par

le CRH et la forskoline, suggérant que les signaux induits par le CRH convergent sur la

famille Nur et stir le NurRE du promoteur POMC. Les mécanismes transcriptionnels par

lesquels les facteurs Nur activent l’expression de POMC à travers le NurRE feront l’objet

des chapitres 2 et 3 de cette thèse. De plus, la caractérisation de Tpit et du Tpit/Pitx-RE

comme nouvel élément de réponse au CRH feront l’objet du 4ième chapitre.

1.5 Hypothèses et objectifs de travail

Bien que les étapes initiales de l’effet du CRH sur l’expression du gène POMC

aient été étudiées exhaustivement, la nature des effecteurs nucléaires des voies de

signalisation élicitées par le CRI-I reste encore élusive. J’ai donc entrepris d’étudier les

mécanismes moléculaires qui médient les effets du CRH sur le promoteur POMC et les

résultats de mes études constitueront le corps de cette thèse de doctorat.

À mon arrivée au laboratoire, des études du promoteur de POMC avaient identifié

une séquence, le NurRE, qui médie l’activation transcriptionelle en réponse au CRI-I de
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même que la répression par les glucocorticoïdes. De plus, il avait été montré que le

NurRE est une cible pour des homodimères du facteur de transcription NGFI-3, le

membre fondateur de la sous-famille Nui, auparavant considéré comme le prototype du

NR activant la transcription sous forme de monomère via le NBRE. Je me suis donc

d’abord intéi-essé au rôle potentiel des autres membres de la famille Nur, soit Nurri et

NOR-l, dans la régulation de la transcription de POMC en réponse au CRH. En effet, il

avait été documenté dans d’autres systèmes que plusieurs membres de la famille Nur

pouvaient être induits par un même stimulus. J’ai démontré que le traitement de cellules

AtT-20 par le CR11 induit l’ARNm des trois membres de la famille Nui et que totis

activent la transcription de POMC. J’ai aussi montré que les trois membres de la famille

Nui- activent fortement la transcription dépendante du NurRE de POMC et j’ai démontré

que ce site est lié préférentiellement par des dimères contenant NGFI-B. En effet, j’ai

démontré que les hétérodimères de facteurs Nur potivaient activer la transcription de

manière synergique et que Nunl et NGFI-B pouvait interagir directement

indépendamment de la présence du NurRE. Ces travaux feront l’objet du chapitre 2 de

cette thèse et ont été publiés dans Motecular ancÏ CelÏular Biology.

Je me suis également intéressé aux modifications post-traductionelles pouvant

modifier l’activité transcriptionelle des facteurs Nur. Des études préalables ont impliqué

la voie de l’AMPc comme médiateur des effets du CRI-I. Mes résultats présentés au

chapitre 3 de cette thèse et publiés dans MoÏecutar and CelÏtdct;- BioÏogy indiquent que

ces signaux convergent sur les membres de la famille Nur, et qu’ils régulent l’activité de

facteurs Nur préexistants dans les corticotropes. Aussi, j’ai démontré que l’action des

facteurs Nui sur le NurRE, et non pas sur le NERF, est spécifiquement potentialisée par

la voie PKA qui favorise la liaison de dimères de facteurs Nur au NuiRE. De plus, j’ai

montré que les cofacteurs de la famille SRC/p 160 sont spécifiquement recrutés par les

dimères de facteurs Nur, un phénomène induit par le CRH dans les cellules AtT-20. J’ai

aussi démontré que les effets de la PKA et des coactivateurs SRCs sont médiés par l’AF

1 de NGFI-B.

Finalement, le chapitre 4 portera sur la caractérisation de Tpit en tant que nouveau

médiateur transcriptionnel des effets du CR11 sur le gène POMC. En effet, la recherche

d’autres facteurs ciblés par les coactivateurs SRCs sur le promoteur de POMC m’a
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ammené à l’observation que l’activité de Tpit est rehaussée par le recrutement des

facteurs SRCs, et que cet effet est potentialisé par la PKA. De pius, j’ai observé que le

Tpit/Pitx-RE confère une réponse transcriptioirnelle au CRH et à l’activation de la voie de

l’AMPc, et que ces effets sont largement rnédiés par l’entremise de la voie MAPK. Enfin,

cette étude a aussi révélé que les facteurs Tpit, NGFI-B et les coactivateurs SRCs

coopèrent pour médier l’activation transcriptioirnelle du gène POMC induite par le CRU.

Cette étude a été publiée dans Journal ofBiologicat Chemistiy.

Mentionnons aussi que les résultats présentés ici ont été obtenus par le candidat

(moi!) à l’exception de

• des transfections présentées à la figure 2.5 A) (obtenues par Christine Martens et

Al ex andre Philips)

• des transfections présentées à la figure A), B) et C) de la figure 3.5 (obtenues par

Christine Martens)

• de la transfection présentée à la figure 3.6 E) (obtenue par Éric Batsché)

• des essais d’interaction protéique présentés à la figure 6.1 3) et E) ainsi que 6.5

C) (obtenus par Catherine Couture)

• des résultats présentés à la figure 6.4 F) (obtenus par Catherine Couture, Arme

Marie Pulichino et Steve Bilodeau)
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2.1 Résumé du chapitre

Le NurRE est un élément identifié dans le promoteur du gène POMC qui confère

une réponse transcriptionnelle à l’hormone CR}{ et qui est lié par des hornodimères du

facteur de transcription NGFI-B. Or, la vaste majorité des tissus expriment plus d’un

mernbi-e de la famille Nur, qui compte également NuIT1 et NOR-1. Cet article caractérise

donc les propriétés transcriptionnelles des trois membres de la famille Nur et se penche

aussi sur les mécanismes par lesquels les facteurs Nur médient les signaux élicités par le

CRI-I sttr le promoteur du gène POMC.

Cette étude montre que le CRH induit l’ARNm des trois membres de la famille

Nur et que cette induction est partiellement bloquée par les glucocorticoïdes. Les trois

facteurs peuvent activer la transcription médiée par le promoteur de POMC oti par une

construction contenant uniquement le NurRE. Le NurRE s’est avéré une cible beaucoup

plus sensible que le NERE dans un contexte de surexpression des facteurs Nur, Nuiil et

NOR-l activant toutefois moins que NGFI-3, ce qui corrèle avec leur capacité moindre à

former des homodimères sur le NurRE. Il semble en effet que le NurRE de POMC soit

une cible préférentielle de NGFI-B, tandis qu’un NurRE ‘consensus’, c’est-à-dire formé

de deux séquences AAAGGTCA organisées en répétitions renversées, répond de manière

équivalente aux trois facteurs Nur. Cet article démontre également que des paires de

facteurs Nur peuvent activer la transcription du NurRE de manière synergique et que ceci

est probablement dû à la formation d’hétérodimères puisque ces réceptettrs peuvent

interagir physiquement en solution ainsi que sur l’ADN.



$7

2.2 ABSTRACT

We have recently shown that the orphan nuclear receptor, Nur77 (NGFI-B), is

most active on transcription when it is interacting with a cogi;ate DNA sequence as a

homodimer. further, we have shown that the target for Ntir77 dimers, the Nur response

eÏement (NurRE), is responsive to physiologicat stimuli both in endocrine and Ïyrnphoid

celis. whereas other DNA targets of Nur77 action are not. The Nur77 subfarnily also

includes two reÏated receptors, Nun-1 and NOR-1. Often, more than one member of this

subfamily is induced in response to extraceilcilar signais. We now show that Nur77 and

Nun-1 forrn heterodirners in vitro in presence and absence of NurRE, and we have

documented interactions between these proteins in vivo using a two-hybrid system in

mammalian ceils. These heterodimers synergistically enhance transcription from NurRE

reporters by comparison to homodimers. The naturally occurring NurRE from the pro

opiomelanocortin (POMC) gene preferentially binds and activates transcription in the

presence of Nui-77 dimers (homo- or hetero-) in contrast to a consensus NurRE sequence

that does flot show this preference. Taken together, the data indicate that members of the

Nur77 subfamiÏy are most potent as heterodimers and that different dimers exhibit target

sequence preference. Thus, we propose that a combinatorial code relying on specific

NurRE sequences might be responsible for the activation of subsets of target genes by

one or the other member ofthe Nur77 subfarnily of transcription factors.
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2.3 INTRODUCTION

Nur77 and its closely related genes Nurri and NOR-1 forrn of a subfamily (the

Nur subfarnily) of transcription factors belonging to the superfarnily of nuclear receptors

(NR) (126,309). Nur77 was the first to be cloned as a serum inducible gene expressed

during the G0/G1 transition phase in cultured mouse fibroblast celis (177,264). It was

also identified as a NGF-inducible gene in differentiating rat PCÏ2 ceils, for this reason

Nur77 is also known as NGFI-B (Nerve Growth Factor inducible-factor 3) (323). NunJ

(Nur-related factor 1) was cloned as a predominantly brain specific gene whose

expression is rapidly induced by membrane depolarization (265). Sirnilarly, NOR-1

(Neuron-derived Orphan Receptor) was identified as a gene strongly expressed in

apoptotic neuronal ceils of the forebrain (352). Nur77 (NGFI-B), Nuiil and NOR-1 are

highly homologous in the zinc finger DNA binding dornain (DBD), moderately

homologous in the ligand binding domain (LBD) and sornewhat divergent in the N

tenyiini (134).

Comparative tissue distribution studies revealed similarities and differences in the

temporal and spatial patterns of expression of mRNAs for Nur subfamily members

(352,503,521,540). Nur77 and NOR-1 are fairly wideÏy expressed, with Nur77 showing

a later onset. They are both constitutively expressed in various peripheral tissues and in

some regions of the brain where their patterns of expression are quite similar

(265.352,503). in contrast. basal expression of Nurr 1 appears to be restricted to the

central nervous system (CNS) (265) where it has a pattem that is roughly complementary

to that of Nur77 and NOR- 1. Nurrl plays an essential role for the developrnent and

maintenance of midbrain dopaminergic neurons, as inactivation of the Nu1T1 gene results

in agenesis of these neurons (71,420,539). Nuni is the only member of the Nur

subfamily that is expressed in the affected dopaminergic neurons of the substantia nigra

and in the ventral tegmental area. Nur subfarnily members are also important in the

development of the T-cell repertoire. Indeed, Nur77 and NOR-1 (but not Nurri) are

strongly induced following stimulation of the T-cell receptor (TCR) which leads to

apoptosis of seif-reactive immature thymocytes (88,296,5 17). SignaIs elicited by TCR

activation and leading to negative selection by apoptosis appear to converge on the Nur
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signaling pathway, since either the overexpression of a dorninant-negative Nur77 mutant

or use of an antisense Nur77 mRNA abrogates TCR-mediated apoptosis (296,5 17). In

this particular system, Nur77 and NOR-1 appear to play functionally redundant roles

($8), which may explain the lack ofphenotype in Nur77-deficient mice (275).

Nur subfamiÏy members are also irnpÏicated at multiple levels ofthe hypothalarno

pituitary-adrenal (HPA) axis. Indeed, Nur77 expression is strongly induced by a variety

of stress stimuli in corticotropin-releasing hormone (CRH)-producing neurons of the

hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) (191,36$). Nur77 and Nurrl may be

implicated in CRH transcription, as they where both shown to transactivate a reporter

plasmid driven by the CRH prornoter (335). Stress-induced signais also strongly

stimulate Nur factor expression in the pituitary and adrenal cortex (112,335,379,5 10). In

adrenal-derived Y1 celis, ACTH treatment induces Nur77 and Nurri leading to

enhancement of steroid-2 1 a-hydroxylase gene transcription (112,510), a rate-limiting

enzyme in steroidogenesis. In the anterior pituitary the stirnulatory effect of CRH on pro

opiomelanocortin (POMC) gene transcription appears to be mediated through Nur77 and

Nuiil activation (335,379). In addition, negative feedback regtdation of POMC

transcription by glucocorticoids (Gc) and their receptors (GR) appears to be, at !east in

part, exerted on the Nur signaling pathway (335,380).

The Nur subfarnily members are orphan nuclear receptors because no ligand has

yet been identified for them (134). The existence of such ligand remains elusive,

considering that these transcription factors are constitutiveiy active in numerous ccli

unes, even in the absence of senim or any other exogenous agent (371). Nur77 was the

first NR shown to bind DNA and to activate transcription as a monomer. The target

binding site of Nur77, the NBRE (NGfI-B response eÎement), was identified by genetic

selection in yeast (508); it is an octanucleotide that contains the canonical nuclear

receptor binding motif AGGTCA preceded by two adenines. Recognition of these

adenines was shown to depend on non-zinc linger residues of NGFI-B, a dornain called

the A box (511). Nuiil and NOR-1 where later shown to activate transcription ttpon

binding the NBRE (88,370,540). In addition, Nur77 and Nurri (but not NOR-1) mediate

retinoid signaling by heterodimerization with RXR (140,374,540). These heterodirners

bind and activate transcription through a DR-5 elernent and, unlike other RXR
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heterodimerization events where RXR is a suent partner, transcriptional activation

depends upon the presence of 9-cis retinoic acid (9-cis RA). It has also been

demonstrated that Nur77 interacts with CODP-TF, another orphan NR, and that this

interaction modidates retinoic acid sensitivity in hurnan lung cancer celis (5 1 8). We

recently reported the identification of a nove! Nur77 target sequence, the NurRE (Nur

response element). This naturally occurring response element was identified in the

POMC promoter and it was shown to bind hornodimers of Nur77 (379). The NurRE is

mucli more responsive than the NBRE to Nur77 and to physiological stimuli, such as

CRH treatment in POMC celis or 1CR activation in T-ce!! hybridornas.

In view of the parallel induction of more than one Nur member in rnany systems,

the aim of this study was to investigate the possibility of a concerted action by different

Nur subfamily members. We have indeed found that Nur factors cooperate with each

other to synergistically activate NurRE-dependent transcription and that this synergism

!ikely resuits from heterodirnerization between Nur subfamily members. Further, we

have shown that that the POMC NurRE sequence is a preferentia! target for Nur77 by

comparison to a consensus NurRE which is equally sensitive to a!! three Nur subfarnily

members.

2.4 MATERIALS AND METHODS

2.4.1 Plasmids and olïgonucleotides

The various reporter plasmids were constnicted in pXP 1-lue (346) containing the

minima! (-341+63) POMC prornoter. The —480 POMC promoter was previously

described (464). Oligonuc!eotides conesponding to NBRE (5’-

GATCCTCGTGCGAAAAGGTCAAGCGCTA-3’), NurREPOMC (5’-

GATCGTGATATTTACCTCCAAATGCCA-Y) or NurRECQN (5’-GATCCGT

GACCTTTATTCTCAAAGGTCA-3’) were cloned in either one or three copies in the

BarnHI site ofthe minimal POMC-pXP1-luc plasmid. The DR-5 (-RE) arid (UAS)4-TK-

lue reporter plasrnids as well as the CMX-GAL4, CMX-GAL4INur77, CMX

GAL4/NuIT I and CMX-VP 16 expression vectors where previousÏy described (374).

CMX-NunI, CMX-NOR-1 and CMX-Nur77 expression vectors contain complete cDNA
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sequences cloned into pCMX (480). CMX-Nur77z\C-tenn encodes a C-terminal

truncation (aa 1-380) of Nur77. CMX-VP16/Nur77 and CMX-VP16/Nurrl contain the

entire Nur77 and NuITÏ coding sequences cloned in phase into CMX-VP16 (374). MBP

Nur77 was obtained by insertion of the Nur77 coding sequences into the pMal-C (New

England Biolabs) plasrnid.

2.4.2 Cetl culture and transfections

CVY ceils were grown in Dubeiccos rnodified Eagle’s medium (DMEM)

supplernented with 10% bovine fetal senim and maintain at 37 °C in 5% C02. AtT2O

D16v ceils were grown in the same conditions, except that charcoal-stripped fetal bovine

semm was used. Cvi celis were transfected using the calcium phosphate co

precipitation rnethod, whereas AtT-20 celis were transfected by lipofection using

LipofecAlVflNE (Gibco BRL), as previously described (380). Results are presented as

the means of 3 to 5 experiments performed in duplicate. When reported as fold

activation, the basal levels of activity were aiways at least 50 times over background.

RSV-GH was used as an internai control for transfection efficiency.

2.4.3 Electrophoretic mÎgratÏon shift assays (EMSA)

The electrophoretic migration shift assays were performed using proteins

produced with the TNT coupied reticuiocyte lysate system (Prornega). Binding

reactions were perforrned in 20 tl containing 10 mM Tris.HCY pH 8.0, 4OrnM KC1,

1mMDTT, 6% glycerol, 0.05% NP-40, 5ng poly (dI-dC), and about 10 ng of in vitro

synthesized Nur77, Nuiil or NOR-1. We used 50 000 cpm per reaction (-20 fmol) of

double-stranded oligonucleotide probes, end-labeÏed by fihling-in with Klenow in the

presence of 32P-Œ-dATP, and purified on G-25 Sephadex colurnn. The reactions were

incubated for 10 minutes at 25°C prior to loading. The samples were separated by

electrophoresis using 5% polyacrylamide gels (29:1 acrylamide:bis-acrylarnide) in 0.5X

TBE at 25°C for 2 to 2.5 h. For supershift experiments, the antibodies were preincubated

with the nuclear extracts for Ï 5 minutes on ice prior to probe addition.
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2.4.4 Recombinant proteins production and pull-down assays

The Nur77-MBP and MBP-LacZ fusion proteins were produced as described

earlier (472). 3S-1abeÏed in vitro-synthesized Nui-ri and luciferase were obtained using

the TNT® coupled reticulocyte lysate system (Prornega). Protein-protein interaction

assays were performed using 1 ig of fusion protein coupled to arnylose beads (New

England Biolabs) and about 80 ng of 35S-labeled protein as described in (472).

2.4.5 AtT-20 nuclear extracts ami co-immunoprecipitations

After 1 hour treatment with 10 ig forskolin, approxirnately 4x107 AtT-20 celis

were washed once with cold PBS and harvested in cold PBS containing lmM EDTA. The

celis were then centrifuged and resuspended in 500 d of buffer A (10 mM HEPES pH

7.9, 1.5 mM MgCÏ7, 10 mM KCÏ, 0.1 mM EGTA, 20 mM Naf, imM Na4P2O7.10H20,

lmM Na3VO4, 0.25 mM Na7MbO4, 0.5 mM PMSF, lmM DTT and 10 tg/rn1 of each of

the protease inhibitors, leupeptin, aprotinin and pepstatin). Ceils were alÏowed to sweÏl

on ice for 15 minutes before addition of 50 d NP-40 followed by vigorous vortexing.

After centrifugation, the nuclear pellet was resuspended in 400 tl of buffer 3 (10 mM

HEPES pH 7.9, 1.5 mM MgCL, 0.1 mM EGTA, 0.4 M NaC1, 5% glycerol, 0,5 mM

PMSF, lmM DTT, and 10 ig/rnl of each protease inhibitor as above) and shaken

vigorously at 4°C for 30 minutes. The extract was then centrifuged and the supernatant

diaiyzed against 100 volumes of buffer C (20 mM HEPES pH7.9, 75 mM NaC1, 0.1 mM

EDTA, 20% glycerol, lrnM DTT, and 0,5 mM PMSF) overnight at 4°C with a change of

buffer after 4 hours. The diaÏyzed extract was then centrifuged and the protein

concentration of the supernatant estimated using the Bradford assay. Co

immunoprecipitation experiments were performed essentially as described (129), except

that 300 tg AtT-20 nuclear extract was used per sample and that extracts were pre

cleared for non-specific interactions with 2 tg purified rabbit IgG (Sigma). 1 tg of

Nur77 antibody (N 19, S anta-Cniz Biotechnology) was used for the immunoprecipitation.

Nuni was revealed by Western blotting using a Nu1T1 antibody (T. Perirnan) and anti

rabbit-horseradish peroxidase (Sigma). Revelation was performed by chemilurninescence

as described by the manufacturer (ECL+plus, Amersham Phamiacia).
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2.4.6 Northern blots

Total AtT-20 RNA was extracted and was used in Northern blot experiments as

previously described (259). Hormone treatment was performed using 1OE7 M CRH, i0

M Dex or both.

2.5 RESULTS

2.5.1 CRH induces ail three Nur factors

Since previous studies have implicated Nur77 in the regulation of the HPA axis

(112,191,368,510), particularly at the pituitary level where Nur77 mRNA is rapidly and

transientiy induced in response to CRH in both isoÏated pituitary ceils (335) and POMC

expressing At-T20 cells (379), we tested whether Nurri and NOR-i are aiso inducible in

this system. Ail three Nur famiiy members were found to be rapidly and transientiy

induced upon CRI-1 treatment (Fig.1), reaching maximum expression around 1 hour afier

stimulation. Treatment with the synthetic Gc dexamethasone (Dcx) severeiy reduced the

CRI-I induction of both NOR-1 and Nui-ri rnRNA (Fig.1), but oniy blunted the Nur77

increase (Fig. I and (380)). In basal conditions, oniy Nui-ri rnRNA couic! be detected by

Northern bÏot, suggesting that Nui-ri may contribute to basal activity whereas ail three

factors may be involved in CRH response.

2.5.2 The POMC NurRE 15 highly responsîve to ail Nur factors

Since ail three Nur family members are indticed by CRH, we tested whether they

can activate POMC transcription. Forced expression of ail three Nur factors activated

transcription of a luciferase reporter driven by the POMC promoter (Fig. 2A). Previous

analyses of the POMC promoter had identified a target sequence responsive to both CRI-I

and Nur77 (379). This sequence, the NurREPOMÇ (Fig 23), is highly responsive to

Nur77, up to 50 times more in our conditions than the NBRE, the previously described

target for Nur monorners (379). The NurREpoic is an everted repeat of an octameric

motif separated by six nucleotides. Each motif is related to the NBRE, with two

mismatches in cadi haif-site by comparison to a consensus NBRE (Fig 23). The ability

of NuITY and NOR-i to activate NurREpo1c’ and NBRE reporters (379) was compared to
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FIGURE 2.1 Induction ofNur77, Nurri and NOR-1 mRNA by CR11 in pïtuitary-derived AtT-20

ceils. The effect of CR11 (10-7 M) alone and in combination with dexamethasone (Dex 10-7 M) was

measured on Nur77, Nurri and NOR-1 mRNA by Northern blot. RNA was extracted from celis

treated for the indicated time. 13-actin mRNA was used as loading control.
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that of Nur77 (fig. 2C and D). Ail three Nur factors activated both reporters, the

NurREpo1ç reporter (Fig. 2C) being at least 10 tirnes more sensitive than the NBRE (Fig.

2D, note the 10-foid difference in scale). Nur77 was the rnost potent activator on both

reporters, followed by NunJ and NOR-1. Similar resuits were obtained in POMC

expressing AtT-20 celis (data not shown). These data suggest that NuIT1 and NOR-1

may aiso bind the NurRE as hornodimers.

2.5.3 Nurri and NOR-1 bind the NurRE as homodimers

We previously showed that homodimers of Nui-77 bind the NurREPQMQ and that

this binding appeared cooperative, in contrast to the binding of monorners to the NBRE

(379). Gel retardation experiments showed that NmT1 foms two major complexes with a

NurREPQMÇ probe (Fig. 3A, lanes 6-10); one that comigrated with Nurri monomers

bound to a NBRE probe (Fig. 3A, lanes 1-5) and the other siower migrating complex that

likely consist ofNunl homodirners. Both complexes are biocked by pre-treatment with a

NuIT1 antibody, but flot by a Nur77 antibody (fig. 3A, lanes il-12). Interestingly, Nurr 1

appeared to forrn iess dimer than monomer complexes, in comparison to Nur77 (379).

Similarly, NOR-I fonned monomer complexes with both NBRE (Fig. 3B, Ianesl-4) and

NUrREPOMQ ((Fig. 3B, lanes 5-8). However, it forrned even iess dimer complexes with

the NurREpQMÇ than Nui-ri. Nonetheless, each NurREPOMC’ half-site was bound by NOR

1 and both were reqtiired for dirner binding. This was shown by tising mutated

NurREpov1c oÏigonucÏeotides (379) in whicl; mutation in either half-site abolished dimer

formation (mutants Ml and M3, Fig. 3B ,lanes 9 and 11) whereas mutation ofthe spacer

nucleotides did flot affect NOR-1 dimer binding to the NurRE (M2, Fig. 3B lane 10).

Similar resoits were obtained using Nui-77 (379) and Nui-ri (data not shown).

2.5.4 The NurREpo;ç is preferentiallv bound and activated by Nur77

h omodi mers

Unlike Nur77, Nui-ri and NOR-1 less readily formed homodimer complexes on

the NurREPQMC ((379) and Fig. 3). This coi-relates with their weaker potency to activate

transcription of the NurREpo1c reporter (fig. 2C). We wondered whether this reflected

an intrinsic difference between Nur members or whether this is a particularity of the



97

A
Nurri

Ab-Nurrl
Ab-Nur77

dimer —+

monomer

I 2 3 4 S 6 7 8 9 0

+ +
+

+
11 ]2

s

10*

B NOR-J

dimer —*.

NurRE

• + + +

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il

monomer L W.

—w — — —

NBRE NurRE Ml M2 M3

FIGURE 2.3 Nurri and NOR-1 can also form homodimers bound to a NurRE DNA sequence. As for

Nur77 (380), both in vitro translated Nurri (A) and NOR-1 (B) form monomeric complexes with the NBRE

(lanes l-5, and l-4, respectively). Both also form homodimers with the NurREPOMC probe (lanes 6-10 and

Q
5-8, respectively). The Nurri antiserum (lane li) but flot the Nur77 antiserum (lane 12) specifically blocks

formation ofNunl -dependent complexes. As for Nur77 (380), formation ofNOR-1 homodimers required

each half site as indicated by the absence of dimeric complexes using probes containing mutations of either

haif site (mutants Ml and M3, lanes 9 and 11) but flot mutation ofthe intervening nucleotides (mutant M2,

lane 10); the mutant sequences are shown in Fig. 2B. n.s., non-specific bïnding.

NBRE



98

NurREpovi target sequence. In order to address this question, we constructed reporter

plasmids containing a single NurRE target sequence corresponding either to the

NurREpo1ç or to a synthetic NurRE (NurRECON) that has two perfect consensus haif-sites

identical the NBRE (fig. 23). In contrast to the NurREPOMC reporter which is iess

responsive to Nurri or NOR-1 (fig. 2C and fig. 4A), the NurRECON was activated by ail

three Nur factors as effectively as Nur77 activated the NurREpOMÇ reporter (fig. 4A).

The greater transcriptional responsiveness of the NurRECON correiated with an increased

ability to fon-n homodimers /n vitro. Tndeed, gel retardation experiments showed that ail

tÏwee receptors effectively formed homodimers with the NurREQON whereas Nur77 is the

only one to readily fomi homodimers with the NurREPQMC (fig. 4B).

2.5.5 Nur dimers exhibit transcriptional synergy on NurREpojc target

Since ail tbree Nur subfamiiy members are induced in response to CRH and given

that ail three can bind the naturally occurring POMC prornoter NurRE, we tested whether

Nur subfamily members exhibit transcriptional synergy. When combining pairs of

receptors in dose-response experirnents, we observed a synergistic response when Nur77

is present. Indeed, the dose-response curve to Nur77 was enhanced and steeper when

either Nurri or NOR-1 were present at a minimally active concentration (fig. 5A, left

and central panels). The synergy between Nunl and NOR-1 was somewhat less striking

(fig. 5A, right panel). No synergy was observed when the sarne experiments were

performed with the NBRE-luciferase reporter (data not shown). Since it bas been

reported that both Nur77 and NunJ can heterodimerize with RXR to activate

transcription driven by a DR-5 response eiement (374) or by a NBRE (140), we tested

whether these heterodimers couÏd activate NurRE-dependent transcription. Rather than

enhance Nur77 or Nui-ri -dependent activity, the addition of RXR decreased reporter

activity (Fig. 53), presumably because of Nur factor squelching by RXR. Thus,

Nur/RXR heterodimers did not activate the NurREpQc target as they do on a DR-5-

reporter (fig. 5C).
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2.5.6 Heterodimerïzation between Nur77 and Nurri

The formation of heterodirners binding the NurRE is the simplest way to expiain

the transcriptional synergy exei-ted by Nur subfamily members on NurRE reporters (fig.

5A). We therefore investigated the possibility of direct protein-protein interaction using

an in vitro pull-down assay (Fig. 6A) in which a resin-bound MBP-Nur77 fusion protein

was tested for interaction with in vitro translated Nurri (right panel) or luciferase as

negative control (left panel). Nui-ri specifically bound the MBP-Nur77 column but not

the control MBP-LacZ colurnn. Next, the ability of Nur77 and Nurri to foi-m

heterodirners on the NurRE was analyzed by gel retardation. liitial attempts to do so

with the intact proteins were difficuit to interpret because of similar electrophoretic

migration (data not shown). We could separate hetero- from homo-dirner complexes

using a mutant Nur77 deleted of its LBD (Fig. 6B). This mutant Nur77 formed less

dimers (lanes l-3) than NunJ (lane4). When mixed together, they fornied a new

complex that contains heterodirners of the two factors (lane 7). The presence of both

Nur77 and Nui-ri in the new complex was verified using specific antisera against Nur77

(lane il) and Nui-ri (lane 10). Since the pull-down assay suggested interaction even in

the absence of NurRE, we setup a mammalian two-hybrid system to ascertain protein

interaction in vivo (Fig. 6C and D). Using an UAS-containing reporter, we observed that

the activity of a Ga14-DBD/Nur77 fusion protein was greatly enhanced in presence of a

VP 1 6/NuiTi chimera which contains the VP 16 activation domain fused to NuIT1 (Fig.

6C). Conversely, the activity of a Ga14-DBD/Nurrl fusion was specifically enhanced in

the presence of a VP16/Nur77 chimera (Fig. 6D). In order to determine whether Nur

proteins do exist as heterodimers in vivo, we perfonried co-immunoprecipitation

experiments using AtT-20 cells nuclear extracts and antibodies against Nur77 (Fig. 6E).

The immune precipitates were analyzed by Western blot using an antisenim against

Nui-ri. This experirnent clearly showed that Nurri is precipitated with Nur77 from AtT

20 nuclei (Fig. 6E, lane 1) but not with control IgG (lane 2). Taken together, these resuits

indicate that Nur77 and Nurri can foi-m heterodimers by direct protein-protein

interactions and that these heterodirners are present in celi nuciei.
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2.6 DISCUSSION

The present work dernonstrates for the first time that Ntir subfarnily members

fomi heterodimers (Fig. 6) and that these heterodimers can be more potent transcriptional

activators than homodimers of the same factors (Fig 5). We have also shown that Nur

dimers (homo- or hetero-) are far more active than monomers on their respective cognate

target sequences, the NurRE or NERE [(379) and Fig. 2C and D]. Significantly, we

showed that Nur dimers exhibit target sequence preference (Fig. 4). Thus, a

combinatorial code for downstream gene-specific effects may resuit from both the tissue

specific expression of Nur subfamily members and the presence of specific NurRE

sequences on subsets oftarget genes.

Consistent with this model, Nur subfamily factors exhibit expression pattenis that are

partly overlapping and partly complernentary. For example, exclusive expression of

Nuni in the rnidbrain dopaminergic system is consistent with the absence of these

neurons in Nmri-deficient mice (7 1,420,539). Also, Nur77 is specifically induced by

light in the suprachiasmatic nucleus, where the mammalian circadian dock is located

(289,330,414). Recently, a wide screen ofgenes induced by serum in fibroblast revealed

that human NOR-1 (MINOR) is a major serum-responsive gene (204). In other tissues,

their expression pattem is overlapping, as in the case of Nur77 and NOR- 1 in immature

thymocytes, where these factors seemingly play functionally redundant roles (88). We

now report that all three Nur subfarnily members are rapidly but transiently induced by

CRH in POMC-expressing pituitary celis and that this induction is antagonized by

glucocorticoids. These resuits may explain the Yack of pituitary and HPA axis phenotype

in both Nur77 and Nmrl null mice (100,104).

We have recently shown the importance of dimer formation for Nur77-dependent

transcriptionaÏ activation (379); this work suggested that Nur77 dirner action on the

NurRE rnight constitute the physiological mechanism of action for this NR. We now

extend this model to Nui-ri and NOR- 1, and we further show that Nur factor heterodimers

are even more potent transcriptional activators than hornodimers. This was particularly

true for heterodirners containing Nur77 and less so for Nuffl/NOR-1 heterodimers (Fig.

SA). The Nur77 preference appears to be unique to the NurREpoc since it vas not

C observed for the NurRECON which contains consensus haif-sites (Fig. 4). Indeed, the in
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vitro affinity of the three hornodimers conelated well with their in vivo ability to activate

the NurREpoc. This observation is very interesting because it suggests that sorne

NurRE could have evolved to respond preferentially to one specific member of the

subfamily (Fig. 4) or to heterodimers containing this Nur factor (Fig.5). Recent data

stiggests that this model may also apply for T-cell target genes. Indeed, forced

expression ofNur77 or NOR-1 in the T ceils oftransgenic mice resuits in upregulation of

CD25 in CD4±CD8± T celis and in thymocyte apoptosis (88). In contrast, this was i;ot

observed in transgenic mice overexpressing Nurri. Thus, it appears that CD25 may

respond specifically to Nur77 or NOR-1 but not Nurrl and this specificity may be due to

a NurRE preferentially activated by homo- or heterodirners of Nur77 and/or NOR- 1.

Coupled with the existence of factor-specific target sequences, the multiple

mechanisms (monomers, homodirners or heterodimers) by which Nur factors affect

transcription provide for great versatility in fine-tuning target cell/gene response to

particular stimuli. For example, Nurri is constitutively expressed in the PVN suggesting

it participates in basal expression of some genes (419). In response to stress, Nur77 is

rapidly induced (191) and it could therefore either specifically activate transcription of

other genes or together with Nui-ri synergisticaÏÏy activate transcription of cornmon target

genes. Our resuits in the POMC-expressing AtT-20 ceils (Fig. 1) suggest that similar

mechanisms could take place in the anterior pituitary since only Nurri mRNA is detected

in basal conditions whereas ail three Nur subfarnily members are induced upon CRH

treatment. Transcriptional regulation by differential expression of Nui members could

also take place in PC12 cells, where Nur77 and Nurri are induced upon membrane

depolarization but only Nur77 is induced in response to NGF (265). The finding that

RXR represses Nur-dependent activation of the NurRE was sornewhat surprising, as

transcriptional cooperativity between the two subfamilies had been dernonstrated

(140,374). However, this could provide an additional rnechanisrn for cross-talk between

retinoid signaling and the Nur signaling pathway. For example, retinoids are known to

inhibit TCR-induced apoptosis (44,203,414), which is absolutely dependent on Nur

activation (296,5 17). Thus, it is plausibie that RXR couid heterodimerize with Nur77 to

block NurRE-dependent activation of pro-apoptotic genes downstrearn the Ntir pathway,

while the saine heterodimers could activate celi survival promoting genes containing DR
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5 elements in their promoter. Despite its critical importance in T ceil apoptosis, very

littie is known about the target genes lying downstream of the Nur signaling pathway.

The search for NurREs, whether degenerate or not, in the regulatory regions of putative

target genes may prove to be instnictive.

The dernonstration provided in this work that dirners of the Nur subfarnily exhibit

strong and target sequence-specific transcriptional activity further highlight the

importance ofNurRE targets for gene regulation. In addition, the ability ofNur factors to

heterodimerize with other NR like RXR and COUP-TF provides the basis for cross-ta!k

between the Nur signaling pathway and retinoid action. And, we have already shown

antagonism between Gc and the Nur signaling pathway. Taken together, these multiple

interactions offer hypotheses to account for the diverse effects of the Nur signaling

pathway on hormone response, proliferation, differentiation and prograrnrned ce!! death.
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3.1 Résumé du chapitre

Ce chapitre portera sur la modulation de l’activité transcriptionnelle de NGFI-B

pal- la voie de la l’AMPc/PKA et le recrutement de coactivateurs de la famille SRC/p160.

Au moment d’entreprendre cette étude, nous avions bien établi que NGFI-B pouvait

activer la transcription de POMC en se liant au NurRE et que ce site conférait une

réponse transcriptiomielle au CRI-I. Or, bien que j’avais démontré que le CRH induit

Ï’ARNm des trois facteurs Nur, il avait été démontré auparavant que l’activation

transcriptiomielle de POMC par le CRH ne requiert pas de synthèse protéique de novo.

Ces réstiltats suggéraient donc que les voies de signalisation élicitées par le CRH

rehaussent l’activité transcriptioirnelle des protéines Nur préexistantes.

Je démontre donc dans cet article que le CRH n’augmente pas les niveaux de

NGFI-B ou Nurrl endogènes et que le CRH cible le NurRE et les facteurs Nur à travers

la voie de I’AMPc/PKA. Cette voie de signalisation semble agir à plusieurs niveaux pour

réguler l’activité de NGFI-B. D’abord, le CRH induit la déphosphorylation de la Sér316

de NGFI-B, ce qui induit la liaison des dirnères de récepteurs au NurRE, mais non au

NBRE. Cet effet exclusif du CRH sur les dimères de factetirs Nur est également observé

en surexprimant PKA puisque celle-ci induit spécifiquement la liaison à l’ADN ainsi que

l’activité transcriptionnelle des facteurs Nur sur le NurRE et non sur le NBRE. Le CRH

favorise aussi le recrutement des coactivateurs SRCs au NurRE, et ces coactivateurs

rehaussent la transcription des facteurs Nur spécifiquement sur le NurRE. Enfin, l’étude

structure-fonction a révélé que les effets de PKA et de SRC-2 passent par Ï’AF-Ï de

NGFI-B et de Nurri.
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12 ABSTRACT

The NGFI-B (Nur77) subfamfly of orphan nuclear receptors (NRs), which also

includes Nurri and NOR1, bind the NurRE regulatory elernent as either homo- or

heterodimers formed between subfamily members. These NRs mediate the activation of

pituitary POMC gene transcription by the hypothalamic hormone CRH, an important link

between neuronal and endocrine components of the hypotha1amo-pituitary-adrena (HPA)

axis. CRH effects on POMC transcription do not require de novo protein synthesis. We

now show that CRH signais activate Nur factors through the cAMP/PKÀ pathway. CRH

and PKA rapidly increase nuclear DNA binding activity of NGfI-B dimers but not

monomers. Accordingiy, CRH- or PKA-activated Nur factors enhance dimer (but not

monomer) target response elements. We also show that pi 60/SRC coactivators are

recruited to Nur dimers (but not to monorners) and that coactivator recruitment to the

NurRE is enhanced in response to CRI-1. Moreover, PKA- and coactivator-induced

potentiation of NGfI-B activity are primarily exerted through the N-terminal AF-1

domain of NGfI-B. The T1F2 (SRC-2) glutamine-rich dornain is required for this

activity. Taken together, these resuits indicate that Nur factors behave as end point

effectors of the PKA signaling pathway acting through dirners and AF-1 dependent

recruitment of coactivators.
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O 3.3 INTRODUCTION

NGfI-B (also known as Nur77/TR3M(-1) is a transcription factor belonging to

the superfamily of nuclear receptors (NR) (126). NGfI-B was cloned as an immediate

early gene inducible by senim in mouse fibroblasts (177,264) and was also identified as a

NGf-inducible gene in differentiating rat PCÏ2 ceils (323). NGfI-B is constitutively

expressed in various peripheral tissues and in sorne regions of the brain (265,352,503).

NGfI-B is closely related to Nu1T1 (RNR-1, T1NUR, HZf-3) and NOR-1 (MNOR),

together fonning a distinct subfarnily (the Nur factors) of orphan NRs (265,352). NGFI

B, Nun-1 and NOR-1 are highly homologous in their DNA binding dornain (DBD),

moderately homologous in the ligand-binding dornain (LBD) and divergent in the N

termini (134). Nu1T1 is predominantly brain specific (265) and genetic inactivation of

Nurri resuits in impaired developrnent and maintenance of midbrain doparninergic

neurons (71,420,539). NOR-1 exhibits a sirnilar expression pattem as NGFI-B and they

appear to play partly redundant roles in T-cells and adrenals ($8,137).

NGFI-B vas irnplicated at multiple levels of the hypothalarno-pituitary-adrenal

(HPA) axis that ultirnately controls adrenal glucocorticoid synthesis through the pituitary

hormone ACTH. ACTH is processed from a precursor, proopiomelanocortin (POMC),

which is itselfunder control ofthe hypothalamic corticotropin-releasing hormone (CRH).

NGFI-B expression is strongly induced by a variety of stress stimuli in CRH-producing

neurons of die hypothalamus where it may be irnplicated in CRH gene transcription

(191,335,368). In the anterior pituitary, the stimulatory effect of CRH as well as the

negative feedback regulation of POMC transcription by glucocorticoids (at least, in part)

appear to be rnediated through NGFI-B (335,379,380). In the adrenals, ACTH treatrnent

induces NGFI-B leading to enhancement of steroid-2 1 Œ-hydroxylase gene transcription

(112,5 10), a rate-limiting enzyme in steroidogenesis. NGfI-B also appears to be an

important regulator ofapoptosis in different ceils. In T-cells, it was shown to be essential

for apoptosis of self-reactive immature thymocytes following stimulation of the T-cell

receptor (TCR) (88,296,5 17). In response to apoptotic stimuli, NGfI-3 transiocates from

the nucleus to mitochondria to induce cytochrome c release and apoptosis of LNCaP

human prostate cancer celis (281).
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, NGFI-B, Muni and NOR-1 were first shown to activate transcription and to bind

DMA as monorners on a target site, tbe NBRE, that consists of an octanucleotide

AAAGGTCA containing the canonicai nuclear receptor hexanucleotide binding motif

preceded by two adenines ($8,3 70,50$). In addition, NGFI-B and Nurri (but flot NOR-1)

can heterodirnerize with RXR and activate transcription through a DR-5 elernent in a 9-

cis retinoic acid-dependent manner (1 40,374,540). We reported that Nur family members

can bind DNA and activate transcription as dimers (306,379). The transcriptionai target

of these dimers, the NurRE, consists of everted repeats of the octanucleotides

AAAT(G/A)(C/T)CA which are reiated to the NBRE. Whereas the naturally occurring

NurRE from the POMC prornoter is preferentially bound and activated in the presence of

NGFI-B, a synthetic consensus NurRE sequence (consisting in two perfect NBRE baif

sites) does not exhibit this preference and is equaiiy responsive to ail three Mur factors

(306).

NGFI-B is known to be a phosphoprotein and increasing evidence suggests that

the transcriptionai activity of NGFI-B is tightly regulated by phosphorylation events.

NGFI-B expressed in COS ceiis is heaviiy phosphoryiated in the N-terminus, whicb is

primarily responsibie for its transactivating activity, while its C-terminus is aimost devoid

ofphosphoryiation (111). NGFI-B is rapidly modified posttranslationaliy in PC12 ceiis,

mainly by phosphoryiation on serine residues (136,176). Interestingiy, the extent ofthese

phosphoryiations depends on the nature of the stimulus, resulting in differential

reguiation of its transcriptionai activity (176,220). Indeed, while membrane

depolarization indtices the transcriptional activity of NGFI-B, NGF treatment represses

this activation presurnably through phosphoryiation at Ser3 16 which impairs NGFI-B

binding to the NBRE (184,220). Altbough this serine can be phosphoryiated in vitro by

PKA and 90rsk (111,184), the nature ofthe kinase phosphorylating Ser316 in vivo is

stili unciear. It rnight be NGFI-B kinase I, a NGF-induced cytosoiic kinase that

phosphorylates Ser316 in PC12, and which is very sirnilar or identical to Fos kinase and
pp90rSk2 (185,454). The Akt (PKB) kinase bas also been shown to target Ser316 in vivo

and in vitro in a P13-kinase-dependent manner, thus inhibiting DNA binding and

transcriptional activity of NGFI-B and resulting in suppression on NGFI-B-induced

apoptosis in fibroblasts and TCR-mediated ceil death in T ccii hybridomas (313,372).
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NGF induces additional phosphorylation at SerlO5 by the TrklRas/MAPK pathway and

resuits in nuclear export ofNGFI-B (221). ACTH also regulates NGfI-B phosphorylation

status in adrenal-derived Y1 celis. Indeed, ACTH treatment produces dephosphorylation

of Ser3 16, thus allowing for DNA binding of NGFI-B; in addition, ACTH action resuits

in hyperphosphorylation of the N-terminus which may lead to enhancernent of

transcriptional potency (112,285).

The transcriptional activity of many NR dimers is dependent on binding of a

ligand to the C-tenriinal LBD and the molecular rnechanisrn of ligand-induced

transcriptional activity requires recruitrnent of coactivator protein to the C-terminal AF2

activation domain. A large group of NR coactivators have been identified {reviewed in

(132,3 15,407)]. One of the best-studied classes of coactivators is the p160 family of

coactivators that includes SRC-1/NCoA-1, SRC-2/T1F2/GRLP1/NCoA-2 and SRC

3/pCIP/ACTRIAIB- 1. The p160 coactivators mediate ligand-dependent transactivation

through recniitment at the AF-2 dornain. b addition, these coactivators interact with the

carboxy terminal region of CBP/p300 (2 17,532), another transcriptional cofactor which

itself interacts with NRs and which appears to play the role of a transcriptional integrator

(151,282). Until recently, it was thought that AF-2-dependent recruitment ofcoactivators

was sufficient to account for ligand-dependent activity; however, recent results have also

implicated the N-terminal AF-1 dornain in the process (11,186,358,504). Most notably,

coactivator recntitment following phosphorylation events in the AF-1 has been shown to

be important in ligand-independent transcriptional activation by NRs (174,470).

Although most NRs studied for coactivator dependence activate transcription as dimers, a

sirnilar paradigm was proposed for SF-1 acting as a monorneric activator of transcription

(536). Also, it was recently demonstrated that CamKinase IV modulates recniitment of

cofactors ASC-2 and SMRT by both NGfI-B monomers and dimers (445). However, the

p160 coactivators do not appear to be involved in transcription activation by NGFI-B

monorners (73).

The main physiological regulators of corticotrope celis and POMC transcription

are hypothalamic CRH, that stirnulates POMC transcription, and glucocorticoids that

repress POMC expression, thereby exerting a negative feedback on the HPA axis (147).

Upon binding its receptor on corticotrope celis, CRH induces a rapid increase in cAMP
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levels (255) folÏowed by activation ofprotein kinase A (PKA) (401). CRH induction of

the cAMP patbway also resuits in increased intracellular Ca2 levels through an
2+ .enhancernent of L- and P-type Ca channels activity, which are known to be rnodulated

by PKA (250,252). Previous work bas shown that CRH and cAMP stimulate POMC gene

transcription, and that this induction is rapid, transient and does not require de novo

protein synthesis (147,148). However, whereas gÏucocorticoids are known to exert their

transcriptional repression through the glucocorticoid receptor (GR) (127,3 11,380), the

nature of factors mediating the nuclear events elicited by cAMP and resulting in POMC

transcription remain elusive. Classically, cAMP and Ca2-induced transcription is

mediated through responsive elernents, the CRE and CaRE respectively, that are both

variations of the TGACGTCA palindrornic sequence (273). However, no such sequence

is found in the rat POMC prornoter. Instead, the POMC NurRE was shown to be

important for CRH-induced transcription in POMC-expressing AtT-20 celis (379) and to

confer strong transcriptional responsiveness to both CRH and NGFI-B.

We now report that the cAMP/PKA pathway elicited by CRH in AtT-20 ceils

sharply enhances DNA binding activity of Nur dimers, coactivator recruitment to NurRE

(Nur dimers) and NurRE-dependent transcription. In contrast, these effects are not

exerted on the NBRE target sequence ofNur monomers. The dependence on Nur dirners

for cAMP/PKA-dependent NGFI-B activity was not previously recognized. Both PKA

and SRC coactivator effects are mediated through the N-terminal AF-1 domains of

NGFI-B and Nurri. The present work defines the action ofthe PKA pathway through the

orphan NRs of the Nur subfarniÏy and highlights the roles of dimerization and of the N

tenTiinal AF-1 dornain for transcriptional activity, potentiation by PKA and coactivator

recniitnient.



114

3.4 RESULTS

3.4.1 The CRII/cAMP/PKA pathway strongly enhances NurRE-dependent

activity

Previous studies fiorn our laboratory have identified the NurRE as the major

mediator of CRH action on the PQMC prornoter (379). We dernonstrated that CRH

induces NurRE-dependent transcription, and that a dorninant-negative mutant of NGFI-B

can abrogate this activation. Since cAMP is known to mediate CRH-induced signaling,

we tested whether inhibition of this second messenger pathway would also abrogate CRH

effects on NurRE-dependent transcription. AtT-20 celis were transfected with a luciferase

reporter piasmid driven by three copies of the NurRE, and as expected this constntct is

responsive to CRH treatrnent (Fig. lA). However, coexpression of PlU (a peptidic

inhibitor of PKA) repressed basal activity of this reporter and cornpletely abrogated

CRH-induced activation (Fig. lA). We then tested whether the NurRE is also responsive

to direct activation by the cAMP/PKA pathway. Both NurRE and intact POMC promoter

driven reporters were activated by CRH or forskolin (an adenylate cyciase activator)

treatment, as weil as by coexpression of the catalytic subunit of PKA (Fig. lB).

However, these treatrnents had no effect on the minimal POMC promoter.

A simple expianation for the effects of the CRH/cAMP/PKA pathway on NurRE

dependent transcription would be an induction of Nur factor gene transcription. Indeed,

we reported that CRI-l induces mRNA levels of ail three Nur factors (306). However, this

could not account for the acute CR11 effect on POMC transcription, since we previously

demonstrated that it did not require de novo protein synthesis (148). We therefore tested

if CRI-l or forskolin treatment affected Nur protein levels by Western blot. After a 30

minutes treatment with CR}{ or forskolin, which colTesponds to the peak of POMC

responsiveness, neither NGFI-B nor Nurri levels were upregulated (Fig. 1 C). Sirnilar

resuits were obtained after 1 h treatments and with a variety of antibodies against NGFI

B and NuIT1 (data not shown). Interestingly, the NGFI-B antibody revealed a protein of

siower migration in cytosolic extracts, suggesting that as seen in PC12 and Y1 celis

(220,285), NGFI-B is also present in the cytoplasm in an hyperphosphoryiated form (Fig.

1 C).
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3.4.2 The CRH/cAMP/PKA pathway transiently enhances NGFI-B binding

to the NurRE

We then tested if the CRH-induced transcriptional activation of the NurRE

reporter correlated with an increase in NurRE binding. Whole ceil extracts from AtT-20

ceils were subjected to electrophoretic mobility shift assays. Pre-treatment with 10M

forskolin induced the binding of a slow migrating complex when cornpared with vehicle

treatment (Fig. 2A, lanes 1 and 2). This complex was also induced in ceils pre-treated

with 1OE7M CRH (Fig. 2A, lanes 3 and 4). The same extracts did not reveal any

difference in DNA binding and activity when assessed with a NBRE probe for Nur factor

monomers (Fig. 2A, lanes 5 and 6). Since our western blot analysis revealed the presence

of NGFI-B in both cytoplasm and nucleus, we perforrned gel retardation assays using

extracts from both cornpartrnents. Littie or no bound complex was detected with

cytosolic extracts (Fig. 2B, lanes 1 and 2), even after long exposure or when using greater

amounts of extract (data not shown). However, nuclear extracts revealed the presence of

the CRH-inducible slow migrating complexes (Fig. 2B, lanes 3 and 4). To assess which

members of the Nui subfamily are present in this complex, we perfonrted experiments

using antibodies previously shown to block binding of either NGFI-B or Nu1T1 (306).

The addition of anti-NGFI-B, but not of anti-Nuiri, to the nuclear extracts cornpletely

blocked the binding of the slower migrating complex (Fig. 2C), indicating that NGFI-B is

present in the complex. We then perforrned time course analyses to determine the

kinetics of this CRH-enhanced binding of NGFI-B. Binding of the siower migrating

complex to the NurRE probe was rapidly induced, reaching a maximum after 30 minutes

of treatment with 1 07M CR}{ and then decreasing to near basal levels after 1 hour (Fig

2D, lanes 6 to 10). This result colTelates very well with the rapid induction of both

cAMP levels and POMC transcription rate, which are maximal within 15 and 30 minutes

of CRH treatment (147,255). Interestingly, CRH treatment did flot enhance the binding

of any of the complexes bound to NERE probe (Fig. 2D, lanes 1 to 5), indicating that

CRH specifically modulates NGFI-B when bound to the dimeric NurRE element.

Prior work in adrenal ceils had shown dephosphorylation of NGFI-B at Ser3 16 in

response to ACTH, as well as an inhibitory effect of phosphorylation on this residue for

DNA binding (112,184,285). We used a NGFI-B Ser316 phospho-specific antibody in
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FIGURE 3.2 The CRU/cAMP/PKA pathway transiently enhances NGFI-B binding to

the NurRE. A) NurRE binding activity is increased in whole ceil extracts ofAtT-20 celis

treated for 30 min with forskolin 10-5 M (lane 2) or CRH 10-7 M (lane 4). These treatments

resuh in a new complex (arrow) in gel retardation experiments using the NurRE probe. This

new complex co-migrates with NGFI-B dirners as previously characterized (307,380). B) CRH

treatrnent (10-7 M) ofAtT-20 celis increases nuclear binding to the NurRE probe (lanes 3, 4)

whereas cytoplasmic extracts from the same celis (lanes 1, 2) do flot show significant binding.

C) The NurRE binding activity ofAtl-20 ceils nuclear extracts is impaired by preincubation

with an anti-NGFI-B antibody (provided by J. Milbrandt, lane 2) but not with an anti-Nurri

antibody (provided by T. Perlmann, lane 3). These antisera were previously shown to block

binding ofcognate antigens in EMSA (307). The lower band may be monomeric binding or

proteolytic degradation. D) Time course ofCRH stimulation (10-7 M) ofNurRE binding

activity in nuclear extracts ofAtT-20 ceils (lanes 6-10). The binding activity ofthe sarne

extract was also tested using a NBRE probe (lanes 1 to 5). E) Western blot analysis ofNGFI-B

phosphoSer3l6 (an-ow) in whole celi extracts ofvehicle and CRH (10-7M) treated (30 mm)

AtT-20 celis (right panel). The same blot was also analyzed for control using an anti-NGFI-B

antiserum produced in rabbit (left panel).
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Western blot expenments to show that CRI-1 induced dephosphorylation of this residue in

AtT-20 cefls (Fig. 2E). Thus, restoration ofNGFI-B’s abiÏity to bind DNA may be one of

the first effects of CRH. Taken together, these resuits suggest that in pituitary

corticotropes, the CRH/cA]VIP/PKA pathway enhances NGfI-B transcriptional activity

by modulating its DNA binding activity, particularly dimer binding to the NurRE.

3.4.3 PKA specificai]y potentiates Nu rRE-dependent NGFI-B transcription al

activity

Since ocir resuits suggested that the CRH/cAI\4P/PKA pathway exerts its effects

through preexisting proteins, we tested whether PKA would modulate NGFI-B

transcriptional activity in an heterologous context. A NurRE-driven reporter was

cotransfected with a CMV-NGFI-B expression plasrnid or the ernpty vector in CV-Y

celis. As expected, NGFI-B enhanced NurRE-dependent transcription. Both

coexpression of PKA and treatrnent with forskolin potentiated NGFI-B transcriptional

activity (Fig. 3A). PKA also enhanced the transcriptional activity of Nurri and NOR-1

Q (Fig. 4), suggesting a common mechanism of action for PKA on ail three Nur factors.

PKA and forskolin had no effect on the NurRE reporter alone, nor did they affect the

activation of a DR-5 reporter by a CMV-RXRŒ plasmid, indicating that they were not

acting on the CMV promoter of the expression plasmid (data not shown). In order to

assess the speciflcity of PKA action on NGFI-B transcriptional activity, we coexpressed

NGFI-B with a variety of kinases (CamK II, JNK-1 and PKCa), and none of these

enhanced NurRE-dependent NGFI-B transcriptional activity (Fig. 3B). We then tested if

endogenous PKA activity modulated the transcriptional activity of NGFI-B. Indeed, in

conditions where PKA enhanced NGFI-B activity, coexpression of NGFI-B and PKI

resuÏted in approximately 50 % inhibition of NGFI-B transcriptional activity (Fig. 3C).

Similar resuits were obtained with Nurr 1 and NOR-1, whereas PKI had no effect on

CMV-RXRa activity (data not shown).

Since gel retardation experiments suggested specific PKA action on NGFI-B

dimers (Fig. 2), we then tested whether PKA wotild affect NBRE-dependent activity of

monorneric NGFI-B. CV-1 (or COS-1) cells were transfected with a lirniting arnount of

NGFI-B expression plasmid and increasing arnounts ofPKA along with reporter
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enhanced by PKA and reduced by co-expression ofPKA inhibitor, PKI, in CV-1 celis.
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plasrnids. In conditions where coexpression of PKA induced a ten-fold increase in NGFI

B transcriptional activity on the NurRE reporter (Fig. 4A), PKA has no significant impact

on NERE-driven transcription (Fig. 4B). Similar resuits were obtained for Nurri (Fig.

4C) and for NOR-1 (Fig. 4D). To examine the possibility that this specificity is a

reflection of a differentiai effect of PKA on monomer versus dimer binding, we

cotransfected COS celis with PKA and NGFI-B expression plasrnids and perforrned gel

retardation essays using whole ccli extracts. As predicted, whereas cotransfection ofPKA

with NGFI-B resulted in a sharp increase in dirner binding on the NurRE, it had no effect

on monorner binding on the NBRE (Fig. 4E). Thus, these resuits suggest that PKA

speciftcaily potentiates NurRE-dependent NGFI-B transcriptionai activity by increasing

dimer binding to the NurRE.

3.4.4 NurRE- (but flot NBRE-) dependent transcription is enhanced by

SRCs.

The cuiTent paradigrn for NR activation of transcription stipulates that NRs recniit

coactivator complexes to activate target prornoters. However, a previous report

concluded that Nui-ri monomers did not recrctit the p160/SRC coactivator SRC-1 since

NWT1-dependent activation of a NBRE reporter was not stimuiated by this coactivator

(73). Given the specificity of PKA action on Nur dimers (but not monomers), we tested

whether NurRE-dependent activity of NGFI-B, Nu1T1 or NOR-1 would exhibit such a

preference for coactivator recruitrnent. Expression vectors for Nur factors were

cotransfected in AtT-20 ceils withlwithout SRC-1 expression plasrnid using the NBRE

Luc or NurRE-Luc reporters and SRC-1 did not enhance Nur factors-dependent activity

on the NBRE-Luc reporter (Fig. 5A) as previously reported (73). In striking contrast,

SRC- 1 enhanced up to 10 times the transcriptional activity of ail three Nur factors using

the NurRE reporter (Fig. 5A). Thus, the ability of SRC-1 to enhance Nur-dependent

transcription appears to be restricted to dirners of these factors. We then tested the ability

of other p160 coactivators to enhance NGFI-B-dependent transcription (Fig. 5B).

Cotransfection experiments conducted in CV-1 celis using either SRC-1, SRC-2 (TIF2)

or SRC-3 indicated that ail three p160 coactivators enhance NGFI-B-dependent

transcription in a dose-dependent manner. Since SRC-1 is able to interact with the



C

r
“—‘ 250

200

o
L1

100

(f)

_____

ii.’ii3Ij ii.

PKA
--PKA + Nurri

D

_____

180 -.-pj(,

160%

0 100 200 300 400 500 600

PKAc expression vector (ng)

1 23 4 56

NBRE* NurRE*

FIGURE 3.4 PKA-dependent enhancement of NGFI-B activity selectively targets

dimer binding NurRE, but not monomer binding NBRE. A) Effect ofincreasing

amounts ofPKAc expression vector on NGFI-B- (25 ng) induced activity ofNurRE

reporter transfected in CV-1 celis. B) Effect ofincreasing amounts ofPKAc expression

vector on NGFI-B- (25 ng) dependent activity ofNBRE reporter. C) and D) Effect 0f

increasing amounts ofPKAc expression vector on, respectively, Nurri- and NOR-1-

dependent activation ofNurRE. E) NurRE and NBRE binding activity present in whoÏe

celi extracts from COS celis transfected with expression vectors for NGFI-B alone (lane 2

and 5) or together with PKAc (lane 3 and 6).

o
EA

___

r
‘3LiJ

700 --PKA

600’

0 500

400

300

U.. 200

100

o • -I— I

0 100 200 300 400 500 600

PKAc expression vector (ng)

121

_+

— dimer

-monomer

B r*
20-

18 PKA+NGFI-B

16 -

.214

>12

10

0 100 200 300 400 500 600

PKAc expression vector fng)

400

350

150 -

O •---—---‘ — -

0 100 200 300 400 500 600

PKAc expression vector (ng)



122

C-terminus of CBP/p300 (532), we tested whether CBP and SRC-1 can act together to

enhance Nur factor-dependent transcription. Expression vectors for CBP, SRC-1 or both

were cotransfected with vectors for Nur factors in AtT-20 ceils. On its own, CBP only

slightly enhanced Nur factor-dependent activity by comparison to SRC- 1, but together,

they synergized to enhance the activity of ail three Nur factors (Fig 5C). Dirnerization of

the Nur factors aiso appeared important for CBP action since no CBP-dependent

enhancement was observed with the NBRE reporter [data not shown and (73)]. These

data are consistent with the current model of co-recniitrnent of SRC and CBP

coactivators by transcriptionally active NRs (315).

The similarities between coactivator and PKA-induced enhancement of NGFI-B

transcriptional activity prornpted us to assess if activation of the cAMP pathway resuits in

increased recruitment of SRC farnily members. We performed an affinity precipitation

assay using a biotinylated NurRE probe that was incubated with control or CRH

stimulated AtT-20 whole celi extracts. Complexes bound to streptavidin-agarose beads

were analyzed by Western blot for presence of Nur factors and T1F2 (SRC-2). CRH

treatment significantiy increased the recruitrnent of TLF2 (SRC-2) in the NurRE-bound

protein complexes that also showed increased Nur factors (antibody used recognized

NGFI-B and Nuiil, fig. 5D, compare lanes 2 to 1, and lanes 4 and 3).

3.4.5 The N-terminus of both Nurri ami NGFI-B medîates PICA potentiation

and coactivator recru itment

In order to gain further insight into the rnechanisms of basal and PKA or

coactivator-induced transcriptional activity of dimeric NGFI-3, we used a series of

tnmncation mutants (Fig. 6A) in transfection experiments where we tested either their

intrinsic transcriptional activity (Fig. 63), the potentiation effect of PKA (Fig. 6C) or the

enhancement by p160 coactivators (Fig. 6D). Deletion ofthe last 57 amino acids (AC2)

resulted in a 60% decrease in transcriptional activity, suggesting the presence of an AF-2

activating domain in this vicinity. However, further deletion ofaa 380 to 563 restored the

activity to wild-type levels (Fig. 63). Sirnilar resuits were reported for NBRE-dependent

activity ofNGFI-B (1H,371), suggesting the presence of a repressor domain between aa

380 and 506, which encompasses the LBD (Fig 6A). Progressive deletion ofthe NGFI-B
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Q
N-terminus completeiy abrogated NurRE-dependent transactivation and revealed the

presence of two important dornains together forming the AF-1 of NGFI-3 (Fig. 63). A

first domain is located between aa 16 and 36, deletion of which can account for a 75%

decrease in activity. A second region is located between aa 74 and 124, since the

remaining activity was cornpletely lost upon deletion of this region (fig. 63). Defective

intracellular localization cairnot account for the decreased activity of the N-terminal

mutants, since ail proteins were shown to be nuclear (111,371). Also, they ail appeared

to be expressed at similar levels ((111,371) and Fig. 6F and 6G).

We then tested the effects of PKA on the activity of these mutants. Neither

deletion of the entire C-terminus, nor elimination of aa 3 to 74 of NGFI-B affected PKA

potentiation. However, deletion between aa 74 and 124 resulted in a sharp decrease in

PKA responsiveness (Fig 6C). Further deletion of the N-terminus had no significant

effect. This clearÏy indicates that most of the effects of PKÀ are mediated by the region

between aa 74 and 124 ofNGFI-B.

Dephosphorylation ofNGFI-B Ser316 appears to have a permissive role for DNA

binding (112,184,285) and Fig. 2). A Ser3l6Ala NGFI-3 mutant (which cannot be

phosphorylated) might therefore be expected to have higher basal activity than NGFI-B.

This was indeed observed (Fig. 63) and, consistent with an effect ofPKA on the NGFI-B

N-terminus, the activity of this mutant was enhanced by PKA (Fig. 6C).

We then perfomied similar analysis with the three p160 coactivators. Only SRC

1, but not SRC-2 or SRC-3, recruitrnent/enhancement was affected by deletion ofNGfI

B (Fig. 6D) or Nuiri (data not shown) C-terminus. Progressive deletion of the N-

terminal dornain of NGFI-B restilted in a complete loss of SRC-dependent enhancement.

Deletion of NGFI-B amino acids (aa) 3 to 36 resulted in a first decrease of SRC

dependent activity for ail three SRCs and further deletion to position 74 did flot further

affect activity (Fig. 6D). This locaiization correlates well with the identification of

NBRE- (111,371) and NurRE- (Fig. 63) dependent AF-1 activity within the aa 20 to 36

inteiwal. The remaining SRC-dependent activity was cornpletely lost upon deletion of

sequences between aa 74 and 174. Again, this region was also involved in NBRE- and

NurRE-dependent NGfI-B activity (Fig. 63). The transcriptional activity of AF-1

sequences is thought to depend on physical interaction with coactivators. The putative
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Q
interaction of SRC coactivators with the NGFI-B AF- 1 domains was ascertained in recent

work showing direct interactions in pull-down assays (498).

Distinct SRC regions mediate the AF-1 and AF-2 activities of NRs. In order to

define the domains of TIF2 required for NGFI-B coactivation, we used a series of TIF2

mutants known to specifically impair interaction with either the AF-1 or AF-2 domains of

ERa (34). Indeed, the TIF2m123 mutant containing alanine substitutions of critical

leucines in ail three LxxLL motifs of the NR interacting domain (NID) abrogates

stimulation of the ligand-dependent AF-2 function, while the TLF2AQ deletion mutant

lacking the Q-rich domain impairs the ligand-independent AF-1 mediated transcriptional

activity of ERa (34,489). In transient transfection experiments, the TIF2m 123 mutant

was as efficient as wild-type TIF2 in enhancing NGFI-B transcriptional activity whereas

mutant TIF2AQ abrogated T1f2-mediated enhancement (Fig. 6E). As expected, the

double mutant TIF2m123AQ was also deficient in enhancing NGFI-B-dependent activity

(Fig. 6E). These resuits clearly implicate the Af-1 interacting Q-rich domain of TIF2 in

NGFI-B coactivation.

Since PKA and SRCs only potentiated the activity of NGFT-B dimers on the

NurRE (and not NBRE), the loss of activity by NGFI-B mutants could reflect impaired

dirnerization. In order to detennine what region of NGFI-B is important for dimer

binding on the NurRE, we transfected COS ceils with expression plasmids for each

tnmcation mutant and gel retardation experiments were performed using whole ceil

extracts. Two major complexes bind the NurRE in extracts from celis transfected with

wild-type NGFI-B, the siower migrating one being predominant and consisting of NGFI

B homodimers (Fig. 6F, lane 2 and (306,379)). The extreme C-terminus appears to play

sorne role in dimer binding, since deletion of the last seven aa resuited in approximateiy

equal binding for both complexes, which was also observed upon deletion ofthe entire C-

terminus (Fig 6F, lanes 3 and 4). Curiously, the mutant lacking the last 57 aa

reproducibiy exhibited only the siower migrating complex. Western blot analysis did flot

however support the conclusion that this mutant is expressed at lower level than other

NGFI-B proteins (data flot shown); inappropriate folding or sorting may account for the

difference in DNA binding activity. Ail N-terminal mutants exhibited predominantly

dirneric binding (Fig. 6G), indicating that the loss of basal and PKA-induced
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transcriptional activity is flot a direct consequence of impaired ability to form

dirners on the NurRE. Taken together, these resuits suggest that the N-terminus

modulates the transactivation activities of NGFI-B, whule the DBD and the extreme C

teniiinus appear to contribute to dimer binding to the NurRE.

A similar structure/fttnction analysis reveais that NuIT1 behaves slightly

differently than NGFI-B. Indeed, deletion of the C-terminus retained only 20 ¾ of the

relative activity of wild-type Nu1T1 (Fig. 73), indicating that it plays a prominent role in

NurRE-dependent Nu1T1 transactivation, which was flot the case for NGFI-B. However,

an internai deletion of aa 72 to 162 which removes ail but the first three aa of the

corresponding region defined as the AF-1 of NGFI-B also abrogated rnost of the

transcriptional activity (Fig. 7B), thus ascribing a major role for the AF-1 of NuIT1 in

NurRE-dependent transcription. Deletion of aa 160 to 236 had no effect on Nurrl

transactivation abilities. As seen for NGFI-B, only the mutant lacking the AF-1 showed

irnpaired PKA potentiation (Fig. 7C), although it is stili somewhat responsive to PKA,

suggesting that other regions are responsible for part ofthe PKA effects.

Ail together, the analysis with deletion mutants identified a major role for the AF

1 of Nur factors in basal, PKA-induced and SRC enhancement of Nur dimer activity, and

strongly suggests a link between PKA potentiation and coactivator recruitment by Nur

factor dimers.

3.5 DISCUSSION

Although the primary response to CRH leading to activation of the cAMP/PKA

pathway and accumulation of intracellular Ca2 has been well characterized

(252,255,401), a wide variety ofPOMC gene response elements as well as transcriptional

effectors, have been proposed to mediate the nuclear events triggered by these second

messengers. These include cFos (60), CRE3 (245) and PCRH-REB-1 (212). However,

these proteins are probably not major factors relaying the effects of CRH since their

prornoter target sequences don’t appear to be essential for CRH responsiveness. Our

laboratory lias previously identified an element essential for CRH responsiveness in the

POMC promoter and shown that it is a target for NGFI-B dimers (306,379). The
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demonstration that a dominant negative nnitant of NGFI-B aboiished CRH-dependent

activity of both the NurRE and the intact POMC promoter (379) strongly suggested that

this orphan NR was a major integrator of the signais eiicited by CRH in pituitary

corticotropes.

We now report that the NurRE is highiy responsive to activation of cAMP/PKA

signaling and that inhibition of PKA abrogates its responsiveness to CRH (Fig.1), thus

confirming that the CRH/cAIVIP/PKA pathway signais in this system through activation

of NurRE-dependent transcription by NGFI-B. NurRE responsiveness cairnot 5e due to

induction of NGFI-B rnRNA transcription, since Nur subfarniiy protein leveis were

unaffected by CRH treatrnent. This is in agreement with our previous observation that

CRH effects on POMC transcription do not require de novo protein synthesis (148).

Rather, CRH enhances NurRE binding by a nuclear complex containing NGfI-B, and we

showed that this binding peaks after 30 minutes of CRH treatment. This coiTelates very

well with previous reports which had demonstrated that cAMP ievels and POMC

transcription reach their maximum within 15 to 30 minutes foiiowing CRH treatrnent

(148,255). These resuits further position NGFI-B as the major mediator of CRH

signaling, although other mechanisms might aiso contribute to CRH responsiveness in

certain conditions. Thus, signaling through NGFI-B may involve acute responses

mediated through existing protein in addition to effects eiicited through NGfI-B gene

transcription. It is noteworthy that a variety of genes that are thought to 5e regulated by

NGFI-B are aiso inducible by the cAMP/PKA pathway. Arnong these are the salivary

specific RiS gene (288), the steroidogenic p450c21 (21-hydroxylase) (78) and p450c17

(542) genes, as well as a variety of thyrocyte-specific genes (382). It is therefore

tempting to propose that modulation of NGFI-B transcriptional activity is a generai

mechanism by which the cAMP/PKA pathway may exert its effects.

Our resuits suggest that PKA signaling regulates the transcriptional activity of

NGFI-B (Fig. 3 and 4). Jndeed, we demonstrated that stimulation of PKA signaling

strongiy enhanced Nur factor transcriptionai activity and DNA binding activity to the

NurRE. The potentiation effect of PKA appeared specific to Nur dimers and the NurRE

(Fig. 3 and 4). Both dirner binding (Fig. 2 and 4E) and PKA effects are closely

associated as shown by activation of the PKA pathway (Fig. 4) or by its biockade (Fig. 1
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and 3). This is supported by the observation that CRH does flot induce NGFI-B binding

to the NBRE (Fig. 2), nor does it significantly increase NBRE-dependent transcription

(379). The first level at which PKA signaling may intervene is DNA binding since the

NGFI-B DBD is known to be dephosphorylated at Ser316 following activation

[(112,285); Fig. 2EJ to allow protein:DNA interaction. NGFI-B was also shown to be

hyperphosphorylated in the N-terminus in response to sorne signais (112) and such action

would be consistent with the involvement of the AF-1 in PKA action (Fig. 6C).

However, it is doubtful that N-terminal phosphorylation plays a major role in dirner

formation since only C-terminal deletion affected NGFI-B dimers (Fig. 6F). Thus, PKA

signaling may initially have a rnostly permissive effect for DNA binding by inducing

dephosphorylation ofthe DBD. In itseif, this does not however expiain the preference for

dimer binding to DNA observed in nuclear extracts of PKAc or CRH-treated ceils (Fig. 2

and 4E). In any event, NGFI-B appears to be the end point mediator of PKA signaling

initiated by the G-protein coupled CRI-I receptor.

Nur factor-dependent activation of transcription appeared until recently very

atypical in the NR superfarnily, not only because ofthe iack of ligand, but also because of

the apparent independence from coactivator recruitment when activating as monomers

[(73) and Fig. 5]. Monorner activity per se may not however account for Nur factor’s

inability to recruit p160 coactivators since another monomer acting NR, SF-1, does

recniit these coactivators (103,174,201). Classically, NRs ligand binding is thought to

induce confonnational changes in the LBD that result in association between the AF-2

dornain and coactivators, which in tum, contact the basal transcriptional rnachinery to

increase transcription. It is thus of particular interest that coactivators of the p160/SRC

and CBP/p300 families are specifically recniited by Nur factors acting as dimers

following PKA activation. The specificity of dimer action may depend on the effects of

the PKA pathway on the NGFI-B N-terminus and its ability to recniit coactivators. In

this context, it is noteworthy that the NGFI-B AF-1, rather than AF-2, is involved in PKA

dependence and SRC coactivator recniitment. Dimer specificity may resuit from

stabilization of DNA-bound dirners (but not monomers) by AF- 1 -dependent interaction

with the coactivators. Recent reports showing ligand-independent recruitrnent of

coactivators to NRs through phosphorylation of the AF-1 have implicated the MAPK
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G
pathv•’ay (174,470). The striking requirement for dimers also sets this mechanisrn apart

from a recent study reporting both NBRE- and NurRE-dependent transcription

enhancement by the coactivator ASC-2 (445).

Structure function analysis indicated that the AF-1 domain of NGFI-B and Nu1T1

were absolutefy required for NurRE-dependent basal and PKA-enhanced transcriptionai

activity (Fig 6 and 7). A surnrnary of our stnicture/function resuits is presented in Figure

$A for NGFI-B. In this case, the AF-1 couÏd be subdivided into two distinct regions: a

first one between aa 16 and 36 prirnarily involved in basal activity and a second one

between aa 74 and 124 which confeiied most, if not ail, responsiveness to PKA. A

deletion between aa 72 to 162 of NWTI, which encompasses the corresponding AF-I

region of NGFI-B irnpaired both basal activity and PKA potentiation, suggesting a

common role for the AF-1 of Nur factors. The NuIT1 C-terminus may have a different

role compared to NGFI-B. The stirnuÏatory effects of SRC coactivators on NGFI-B

activity were also rnapped to the same AF-1 subdomains that are important for basal

activity (fig. 8A). Thus, only one NGFI-B AF-1 subdornain (aa 74-124) is targeted by

both PKA signais and SRC coactivators. It is noteworthy that only SRC-1, but not SRC

2 or SRC-3, showed sorne dependence on the C-terminal AF-2 domain of NGFI-B (Fig.

6D), possibly reflecting differential properties of SRC coactivators. The strong

dependence of NGf1-3 on its AF-l ftinction sets it apart from most NRs and may be

taken as further indication of its role as end point ofa cytoplasmic signaling cascade such

as the PKA pathway. This is further highlighted by the fact that only the AF- 1 -interacting

Q-rich domain of TIF2 is important for transcriptional stinudation of NGfI-B activity

(Fig. 6E), and that this domain is known to stimulate the ligand-independent activity of

NRs following phosphorylation oftheir AF-1 (34,470).

We do not know whether PKA itseÏf or another downstream kinase is targeting

NGFI-B. PKA was reported to modulate the activity ofa variety ofNRs. However, the

transcriptional effects seem to vary depending on the receptor. Indeed, while PKA

enhances binding and transcriptionai activity of 5F-1 (452), GR (395) and MR (312), it

bas the opposite effect on HNF4 (487). This is interesting since HNF4 bas an A box

sirnilar to that of NGFI-B, and the negative effects of PKA have been attributed to

phosphorylation ofa serine (Ser134) that corresponds to Ser316 in the DBD ofNGFI-B
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(487). This observation along with the known negative effect ofphosphorylated Ser316

on NBRE binding (184,285) suggests that PKA itself might not be directÏy

phosphorylating NGFI-B. An indirect effect of PKA is also supported by the fact that

ACTH-induced PKA signaling resuits in hypophosphorylation of NGFI-B Ser3 16 in

adrenals (112,184). PKA rnight modulate the activity of phosphatases such as

calcineurin; interestingly, the calcineurin inhibitor Cyclosporine A is though to inhibit T

ceil apoptosis by interfering with NGFI-B binding activity (535). Also, the phosphatase 1

and 2A inhibitor okadaic acid prevents dephosphorylation of Ser3 16 in ACTH-treated Y1

ceils (285). In any case, phosphorylation of Ser3 16 could explain why the cytosolic form

ofNGFI-B present in AtT-20 ceils did not bind the NurRE (Fig. 1 and 2).

In sunnnary, we have shown (Fig. 8B) that CRI-1 stimulation of cAIVIP/PKA

signaling leads to dephosphorylation of NGFI-B Ser3 16 permitting DNA binding. PKA

action also rapidly increases nuclear dirner (but not monorner) NGFI-B DNA binding

activity, SRC coactivator recniitment to the AF-1 domain and NGFI-B-dependent

transcription. Although not tested in the present work, the coactivators themselves could

be targets of CRH/PKA signaling. Such regulatory events have been well docurnented

both for CBP and p160 coactivators (18,116,412). NGFI-B transcriptional enhancement

is primarily exerted through the N-terminal AF- 1 rather than AF-2 domain, setting Nur

factors apart from others NRs. The present work clearly establishes NGFI-B as an

effector for the cAMP/PKA pathway. It also highlights the unique features of

cAMP/PKÀ-dependent transcriptional activation by comparison to ligand-dependent NR

action.
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NGFI-B structure/function

[ZEEZEÏ DBD tZLPZZ1
PKA SRC-1

FIGURE 3.8 Model of NGfI-B structure and activation mechanism. A) Summary of

structure/function data for NGFI-B dimer action on NurRE-dependent transcription.

The N-terminus contains a composite AF- 1 domain where both subdomains (indicated by bar)

confer part of basal transcriptional activity (TA) and SRC coactivator-dependent activity.

Only the distal subdomain (aa 74 to 124) is required for PKA potentiation. The C-tenina1

AF-2 domain onÏy appears to be implicated in SRC- 1 recmitment. Homodimerization appears

to be mainly mediated through the DBD with some contribution by the C-terminus. B)

Working model for action of CRH/cAMP/PKA patliway on NGfI-B transcriptional

activity. Upon PKA activation, NGFI-B is dephosphorylated on the DBD (Fig. 2E) and the

activity of its N-terminal AF- 1 domain is enhanced, presumably by phosphorylation (112) and

recniitment of SRC coactivators (Fig. 5). Both PKA action and SRC enhancernent are

preferentially exerted on DNA target ofNur factor dimers.
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3.6 MATERIALS AND METHODS

3.6.1 Plasmids and oligonucleotides

The various reporter plasmids were constrncted in pXP1-luc (346) containing the

minimal (-34/+63) POMC promoter. The —480 POMC promoter was previotisly

described (464). NBRE (5-GATCCTCGTGCGAAAAGGTCAAGCGCTA-3’) or

NurREpo1c (5’-GATCGTGATATTTACCT CCAAATGCCA-3’) oligonucleotides

containing plasmids were cloned as described (306). The same oligonucleotides were

used in gel shift experiments; the NurRECON (5’-

GATCCGTGACCTTTATTCTCAAAGGTCA-3T) was also tised in EMSA. CMX-Nurrl

and CMX-NGFI-B expression vectors contain complete cDNA sequences for rat proteins

cloned into pCMX (480). NGFI-B N-terminal mutants are deleted between amino acids 3

to 36, 3 to 74, 3 to 174 or 3 to 214 and the AC mutants are deÏetions that end at the aa

indicated in Figure 6A. AC Nurrl mutant is a C-terminal deletion that ends at aa 352 and

Nurri N-terminal mutants are internai deletion between aa 72 and aa 162, and between

aa 160 and aa 236. Full-length SRC-1 expression vector was described previously (471).

Full-length TIF2 (SRC-2) was provided by P. Chambon and described in (489) and was

subcloned in the pCMX vector within the Kpnl and BamHl sites. The various TIF2

mutants were described in (34). full-length CBP expression vector was previously

described (91).

3.6.2 Ceil culture and transfections

CV-1 celis were grown in Dubelcco’s modifled Eagle’s medium (DMEM)

supplemented with 10% bovine fetal serum and maintained at 37 oc in 5% C02. AtT2O

D16v ceils were grown in the same conditions, except that charcoal-stripped fetal bovine

serum was used. CV-1 ceils were transfected tising the calcium phosphate co

precipitation rnethod, whereas AtT-20 celis were transfected by lipofection using

LipofectAMlNE (Gibco BRL), as previously described (380). Resuits are presented as

die means of 3 to 10 experirnents perfornied in duplicate. RSV-GH was used as an

internai control for transfection efficiency.



135

3.6.3 Etectrophotetic 1’IobiIity Shïft Assay (EMSA)

The electrophoretic mobility shift assays were perfonned as described (306).

Binding reactions were perfonned in 20 d containing gel shift binding buffer (10 mM

Tris.HC1 pH 8.0, 4OmM KC1, 1mMDTT, 6% glycerol, 0.05% NP-40), 500 ng poly (dl

dC) and about 5 jig of cell/nuclear extracts. We tised 50 000 cprn per reaction (-20 fno1)

of double-straiided oligonucleotide probes, end-labeled by fihling-in with Klenow in the

presence of 32P-OE-dATP, and purified on G-25 Sephadex column. The reactions were

incubated for 10 minutes at 25°C prior to loading. The samples were separated by

electrophoresis using 5% polyacrylamide gels (29:1 acrylamide:bis-acrylarnide) in 0.5X

TBE at 25°C for 2 to 2.5 h. For supershift experiments, the antibodies were preincubated

with the nuclear extracts for 30 minutes at 25°C prior to probe addition.

3.6.4 Preparation of AtT-20 extracts

After CRI-I or forskolin treatrnent, approximately 4x107 AtT-20 ceils were washed

once with cold PBS and then harvested with cold PBS containing lmM EDTA. The celis

were then centrifuged and then resuspended in 500 d of buffer A (10 mM HEPES pH

7.9, 1.5 mM MgCI2, 10 mM KCÏ, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM PMSF, lrnM DTT and 10

j.ig/ml of each of the protease inhibitors leupeptin, aprotinin and pepstatin). Ceils were

allowed to swell on ice for 15 minutes before addition of 50 d of NP-40 followed by

vigorous vortexing. After centrifugation, the supematant (cyrtosolic fraction) was set aside

and the nuclear pellet was resuspended in 100 iI of buffer B (10 mM HEPES pH 7.9, 1.5

mM MgC12, 0.1 mM EGTA, 0.4 M NaCÏ, 5% glycerol, 0,5 mM PMSF, lmM DTT, and

10 ig/rnl of each of the protease inhibitors) and shaken vigorously at 4°C for 30 minutes.

The extract was then centrifuged and the protein concentration ofthe supematant (nuclear

fraction) estirnated by Bradford assay.

3.6.5 BiotinyIatedDNA affinity precipitation assay

AtT-20 whole celis extracts (500 tg) where incubated for 10 minutes at 4°C with

gel shift binding buffer (see above),and 20 jig of poly dIdC in a final volume of lmL. A

pre-clearing was perfonned by adding 50 OE ofa 50% shury (washed twice with PBS) of
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stretavidin-coated agarose beads (Pierce), and incubated for 15 minutes with gentie

rocking at 4°C. After centrifugation, the supernatant was incubated with 1 tg of a double

stranded biotinylated NurRE probe for 4 hours to overnight at 4°C with gentie rocking.

Then 50 pi of stretavidin-coated agarose beads (50% slurry) were added foltowed with a

further 2 hours incubation at 4°C. Beads containing bound complexes were recovered by

centrifugation and washed twice with Tris-EDTA (100 mM NaCI), twice with gel shift

binding buffer and once with PBS, before being subjected to SDS-PAGE and western

blot analysis.

3.6.6 Western Btotting

Western blotting of 25 tg of nuclear extract or 50 tg of cytosolic extract was

perfomied using an anti-NGFI-B antibody from Geneka, or an anti-NGFI-B antibody

produced in this laboratory (Fig. 2E), anti-Nurri antibody (se-991, Santa Cruz), anti

NGFI-B/Nurrl antibody (se-990, Santa Cniz), anti-NGFI-B phosphoSer3 16 (ldndly

provided by Dr Y Hirata) or monoclonal anti-TIF2 (generously provided by Dr P.

Chambon) and anti-rabbit (or mouse) IgG-horseradish peroxidase conjugate (Sigma).

Revelation was perfornied by chemilurninescence as described by the manufacturer

(ECL+plus; Amersham Pharmacia).
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4.1 Résumé du chapitre

Ce chapitre portera sur l’identification d’un nouveau médiateur de l’action du

CRH sur le promoteur POMC, soit le facteur à boîte T Tpit, ainsi que sur l’étude des

mécanismes transcriptionnels impliqués dans ce nouveau rôle. Cette étude découle des

observations, i-apportées au chapitre précédent, qui montrent que le coactivateur SRC-2

est recruté aci promoteur de POMC par NGFI-B en réponse à la stimulation par le CRH.

J’ai donc entrepris de tester l’hypothèse que SRC-2 pouvait également cibler les autres

régulateurs de POMC, étant donné qu’il avait été montré qtte les coactivateurs de la

famille SRC peuvent rehausser l’activité de divers types de facteurs de transcription.

Les études présentées dans ce chapitre montrent que le coactivateur SRC-2

rehausse l’activité transcriptionnelle du couple Tpit/Pitx en interagissant spécifiquement

avec Tpit via son domaine Q-riche, soit le même qui n;édie l’interaction avec NGFI-B.

De plus, il est montré que Tpit est une cible de voies de signalisation intracellulaire,

puisque son activité est augmentée par PKA et que le Tpit/Pitx-RE confère une réponse

transcriptionnelle au traitement par le CRH. La PKA semble agir en potentialisant l’effet

coactivateur de SRC-2 sur l’activité transcriptionnelle de Tpit, et les effets activateurs de

PKAISRC-2 requièrent l’extrémité N-terminale de Tpit. Ces travatix montrent également

que le CRH active la voie MAPK Erkl/2, qui est en aval de l’AMPc/PKA, et que la

réponse transcriptionnelle du NurRE, du Tpit/Pitx-RE ainsi que du promoteur POMC

peux être bloquée en inhibant la voie MAPK. Enfin, Tpit et NGFI-B interagissent

physiquement et activent la transcription de manière synergique, ce qui suggère que ces

deux facteurs font partie d’un même complexe formé au promoteur et qiti active la

transcription du gène POMC en réponse à la stimulation par le CRH.
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4.2 SUMMARY

Tpit (Tbxl9) is a transcription factor belonging to the T-box family and it is

essential for late differentiation of pituitary pro-opiomelanocortin (POMC)-expressing

corticotroph and melanotroph celis. Tpit is also required, both in humans and mice, for

celi-specific expression of the POMC gene in cooperation with the homeoprotein Pitx 1.

Despite their important i-oies as developrnental regulators, the molecular mechanisrns

underpinning the functions of T-box factors in general, and of Tpit in particular, are stili

pooriy defined. We now report that Tpit functions as an activator of transcription by

recniiting SRC/p 160 coactivators to its cognate DNA target in the POMC prornoter, the

Tpit/Pitx-RE. We also show that Tpit is a mediator of hormone signalling and that the

Tpit/Pitx-RE is responsive to signais elicited by the hypothalamic hormone CRH. These

signais are mediated by the PKÀ and MAPK pathways and activation of PKA also

enhances Tpit and SRC-dependent transcription. We have previously shown that CRH

action is also exerted at the POMC promoter through the orphan miclear receptor NGFI-B

and its recniitrnent of SRC coactivators. Given that Tpit exhibits transcriptional synergy

with NGFI-B, our resuits suggest that Tpit, along with NGFI-B and SRC-2, is part of a

transcription regulatory complex assembled on the POMC prornoter in response to

honrional stimulation.
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4.3 INTRODUCTION

Tpit (also known as Tbxl9) is a member of the T-box farnily of transcription

factors. These transcriptional regulators play critical roles in development and the

prototypical and founding member of the farnily is Brachyury or Tau (T) (3 64,365,443).

Within the farnily, Tpit is rnost similar to T and exhibits a highly restricted pattem of

expression; indeed, it is solely expressed in a subset of pituitary lineages, the POMC

expressing corticotrophs and meïanotrophs. Its expression starts at day e12.5 and is

maintained throughout adulthood (258). Tpit was shown to be cntcial for ceil-specific

expression of the pro-opiomelanocortin (POMC) gene, in cooperation with the

homeoprotein Pitx 1 (25$). Gain-of-function experirnents showed that Tpit could induce

uncommitted pituitary ceils into POMC-expressing celis (25$). Gene inactivation studies

revealed a failure of prospective corticotrophs and rnelanotrophs to reach terminal

differentiation (as defined by POMC expression) but no effect on their precursors: thus,

Tpit is required for late differentiation but not for lineage cornmitrnent (391). Tpit is also

a negative regulator of gonadotroph differentiation, as inactivation of the Tpit gene

switches ceils to the gonadotroph fate (391). As predicted by the exquisite association

between Tpit and POMC-expressing ceils, mutations of the TPIT gene are associated at

high frequency (73%) with early onset isolated deficiency of pituitary ACTH (lAD) in

hurnans (390).

Tpit is a 446 amino acid protein containing a sequence-specific DNA-binding

domain, the T-box, which is highÏy homologous to Brachyury. Protein sequence analysis

reveals 84% homology with Brachyury in the T-box cornpared to 58% to 64% with other

T-boxes (258). T-box transcription factors can bind DNA either as dirners on a

palindromic DNA element (232,334) or as monorners on T elernent haif-sites (258,439).

Tpit activates POMC gene transcription in cooperation with the homeoprotein Pitx 1, and

both transcription factors bind DNA as monomers at contiguous sites on the POMC

promoter, within the Tpit/Pitx regulatory element (Tpit/Pitx-RE) (25$). Tpit DNA

binding activity is important for transcriptional activation, as highuighted by the fact that

mutation in the Tpit binding site greatly reduces POMC prornoter activity (25$).

Moreover, three TFIT mutations that abolish DNA binding have been identified in lAD

patients and no longer activate POMC transcription (390). Tpit was also involved in
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transcriptional repression, which likely accounts for its foie as a negative regulator of

gonadotroph differentiation. Tpit and the nuclear receptor SF- 1 mutually antagonize each

other’s transcriptional activity by a rnechanism of trans-repression that does not require

Tpit DNA-binding activity (391).

POMC expression becomes hormonally regulated by the Hypothalarno-Pituitary

Adrenal (HPA) axis at around day e15 in mice (300). Proteolytic processing ofPOMC in

anterior pituitary corticotrophs produces the hormone adrenocorticotropin (ACTH) that

controls adrenal giucocorticoid synthesis, and these steroids exert a negative feedback on

the upper levels of the axis (147). POMC gene expression is itself under the positive

control of hypothalarnic corticotropin-releasing hormone (CRH). Extensive studies have

characterized the early steps of corticotrophs response to CRH, which include activation

of the cAMP/PKA pathway, MAPK activation and accumulation of intracellular Ca2

(241,252,255,401). We have demonstrated that nuciear receptors (NRs) of the NGFI-B

subfamiiy (Nur factors) are important mediators of CRH action on POMC and at least

part of the CRH effects are rnediated through their binding elernent in the prornoter, the

NurRE (305,306,379). Nur factors are also implicated at the other ievels ofthe HPA axis,

in regulation of ceil death and in a variety of developmentai events (reviewed in (305)).

In addition, an ever-increasing body of work has dernonstrated that the transcriptional

activity of NGFI-B is cÏoseÏy regulated by phosphorylation events. In basal conditions,

the N-terminus and DNA-binding domain (DBD) of NGfI-B are phosphorylated, with

key DBD serines such as Ser316 preventing DNA binding (111,136). Depending on the

system and stimulus, the phosphorylation status of NGFI-B is rnodified, resulting in

differential regulation of its transcriptional activity. For example in adrenal-derived Y1

celis, ACTH treatrnent leads to dephosphorylation of Ser3 16 and unrnasking of DNA

binding activity, with a concomitant hyperphosphorylation of its N—terminus that resuits

in increased transcriptional activity (112,285). We have also demonstrated that CRH

treatment ofAtT-20 ceils leads to dephosphorylation of Ser316, thus playing a permissive

mole for subsequent NGFI-B dirner binding and coactivator recn.titment (305).

We have also shown that SRC/p 160 coactivators are important mediators of CRH

action, as they are recruited to Nur dimers in response to CRH (305). The SRC/p 160

family includes three homologous members, namely SRC-1, SRC-2 (also known as T1F2
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or GRIPI) and SRC-3 (also known as p/CIP, RAC3, ACTR, AJEI or TRAM-1)

(279,3 18). SRC/p 160 coactivators were first cloned as transcriptional partners for NRs,

but they were also shown to function with other transcriptional regulators, such as the

bZIP factor cJun (463), the bHLH factor myogenin and the MADS box factor MEF2c

(85). SRC/p 160 coactivators enhance the activity of transcription factors in part because

of their intrinsic histone acetyltransferase (HAT) activity and also by recniitment of other

transcriptional regulators. These inciude an aiay of chromatin remodelers such as

CBP/p300 and p/CAF, the histone methyltransferase CARM-1, and BAF 57, a subunit of

the SWIJSNF complex. In addition, SRCs interact with proteins of the general

transcriptional rnachinery such as TFIIB and TBP [for review see (278,31$)]. SRC-2 has

also been shown to function as a corepressor for the glucocorticoid receptor GR (409)

and different dornains of SRC-2 are impiicated in coactivator versus corepressor activities

(408).

We now report that Tpit recruits SRC coactivators, resulting in enhancement of

Tpit-dependent transcription. PKA activation also modulates Tpit activity, seemingiy by

modulating SRC recntitment. We aiso show that the Tpit/Pitx-RE ofthe POMC promoter

is responsive to signais eiicited by CRH and mediated by PKA and MAPK pathways.

Tpit also exhibits transcriptional synergisrn with NGFI-B, thus suggesting that Tpit is part

of a transcription reguÏatory compÏex assembled on the POMC promoter in response to

hormonal stimulation.

4.4 EXPERIMENTAL PROCEDURES

4.4.1 Plasmïds and oligonucleotides

The various reporter plasmids containing the minimal (-34/+63) POMC prornoter

were described before; the —480 POMC promoter in (464), the NurRE in (379) and the

Tpit/Pitx-RE (previously known as CE3) and its various mutants, as well as the POMC

promoter containing mutations in either Tpit or Pitx site in (25$). The reporter plasmid

containing the Tpit/Pitx-RE with the minimal POMC prornoter lacking the AP-1 site (-

36/+26) was constructed by inserting three copies ofthe Tpit/Pitx-RE at the Bam HI site

ofthe pXP1 vector as described before (259). The NGFI-B (305), Pitxl (259) as well as
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the Tpit, Brachyury and Tbxl (258) expression vectors were described etsewhere. The

Myc-Tpit and Flag-Pitx 1 expression plasmids were constructed by PCR amplification of

the complete cDNA sequences for mouse proteins cloned into the RSV-driven expression

vectors previously used for Pitxl (259); in both cases the 5’ primer contained the coding

sequence for the respective epitope. Tpit deletion mutants were constructed by PCR

amplification in the same expression vector as wild-type Tpit (258). Tpit AN mutant

lacks the first 30 amino acids and the AC mutants are deletions that end at the aa

indicated in Figure 4C. The T-box expression construct encodes for a protein containing

aa 47 to aa 224 ofTpit. FulI-length SRC-1, SRC-2 and SRC-3 were described in (305).

The various SRC-2 (TIF2) mutants were described in (34).

4.4.2 Ccli culture and transfections

CV-1 celis were grown in Dubelcco’s rnodified Eagle’s medium (DMEM)

supplemented with 10% fetal bovine serum and rnaintained at 37 oc in 5% co2. GH3

and AtT2O D16v celis were grown in the same conditions, except when indicated

otherwise in the legends to figures. CV-1 celis were transfected using the calcium

phosphate co-precipitation rnethod, whereas GH3 and AtT-20 celis were transfected by

lipofection using LipofectAMlNE (Gibco BRL), as previously described (380). Where

indicated, hormone treatment was perfonned 4 hours prior to harvesting and luciferase

assay. Resuits are presented as die means of 3 to 10 experiments perforrned in duplicate.

CMV-I3Gal was used as an internai control for transfection efficiency.

4.4.3 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

The electrophoretic mobility shift assays were perforrned as described (305).

Binding reactions were perfornied in 20 pi containing gel shift binding buffer (305), 500

ng poly dI-dC and 5 tg of nuclear extracts. We used 50 000 cprn per reaction (20 frnoi)

of double-stranded probe (5’ -GATCCAATTTCACAcCTAGGTGTGAAATTG-3’)

corresponding to the Brachyury palindrome. The samples were separated by

electrophoresis using 5% poiyacrylamide gels in 0.5X TBE at 25°c for 2.5 h.
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4.4.4 Preparation of nuclear extracts

Nuclear extracts for EMSA, DNA pulI-down and co-immunoprecipitation assay

were perfoffned essentially as described (305). When indicated, AtT-20 celis were treated

with i07 M CRH (Sigma), HT5 M forskolin (Sigma) or 50 jtM PD 98059 (Calbiochem)

prior to harvesting.

4.4.5 Western Blotting

Western blotting of 25 jig of nuclear extract were performed using anti-p42/44

MAPK or anti-phospho-p42/44 MAPK antibody (Ceil Signalling) (Fig. 3A), anti-Myc A-

14 (Santa-Cruz) (Fig. 4E) and anti-rabbit (or mouse) IgG-horseradish peroxidase

conjugate (Sigma). Revelation was performed by chemilurninescence as described by the

manufacturer (ECL+plus; Amersham Pharmacia).

4.4.6 PuIl-down assays

Ail MBP fusion proteins were produced, and {35S]-labeled proteins were

synthesized in vitro as described (30). Binding reactions were performed as described in

(391). Bound proteins were resolved on SDS-PAGE, stained with Coomassie blue to

ensure that similar amounts of fusion proteins were recovered and then autoradiographed.

4.4.7 Co-immunoprecipitation assays

293 celis (10-cm plates) were transfected with 24 ig total DNA, and nuclear

extracts prepared 48 hours later. We used 250 ig ofnuclear extract in 100 t1 of buffer B

(305) by assay. Total volume was brouglit to 1 mi by adding 167 d ofBinding buffer (50

mM Tris HC1 pH 7.4, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100) and 733 pi of Binding buffer/150

mM NaC1. Co-IP assays were perfonned using anti-FLAG affinity gel with the

monoclonal antibody covalently attached to agarose beads (Sigma A2220). 40 pi of

affinity gel (washed twice with 0.5 mi TBS) was added and immunoprecipitation was

perfonried at 4°C for 4hr on a roller shaker. Immunoprecipitates were washed thrice in I
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ml TBS for 5 min and eluted in Laernlli buffer without DTT. Samples were then

subjected to SDS-page electrophoresis and Western blot analysis.
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G 4.5 RESULTS

4.5.1 SRCs as coactivators of Tpit

The T-box transcription factor Tpit was cloned as a celi-specific activator of the

pituitary POMC gene in cooperation with the homeoprotein Pitxi (25$). li order to

assess transcriptional partners of Tpit, we tested for recruitrnent of transcriptional

coactivators previously implicated in POMC transcription, the SRC/p160 family

(29,305). To investigate the ability of SRCs to modulate Tpit transcriptional activity, we

performed transient co-transfections in CV-Ï celis. As reported previously (25$),

transfection of either Tpit or Pitxl alone had littie effect on a luciferase reporter piasrnid

driven by a Tpit/Pitx target sequence, but together they exhibited transcriptional

synergism (Fig. lA). Co-transfection of an SRC-2 expression plasrnid did not enhance

Pitx 1 -dependent transcription, but in contrast enhanced both the transcriptional activity of

Tpit alone as weli as the synergistic activities ofTpit and Pitxl.

These resuits suggested that SRC-2 specifically enhances activity through

interaction with Tpit. In order to test the respective ability ofTpit and Pitxl to physicaiiy

recruit SRC-2, we perforrned in vitro puIi-down assays using MBP fusion proteins for

either Tpit, Pitx 1 or fi-gal chimeras and [35S]-labeled SRC-2 proteins. Oniy MBP-Tpit

effectively retained SRC-2 protein (Fig. 13), which correlates with the transcriptional

specificity observed with Tpit and Pitxl (Fig. lA). We also tested the ability of the other

members of the p160 farnily to enhance Tpit-dependent activity. Ail three SRCs similarly

enhanced Tpit transcriptional activity on a Tpit/Pitx target sequence (Fig. 1 C).

In order to define the domains of SRC-2 required for Tpit coactivation, we used a

series of SRC-2 mutants known to disnipt different interactions with NRs. These included

the SRC-2rn123 mutant that contains mutations in ail three LxxLL motifs essentials for

stimuiation of NR AF-2-dependent activity, a deietion mutant lacking the glutamine-rich

(Q) domain necessary for coactivation of the NR AF-1-dependent activity, as well as a

double mutant SRC-2m123AQ. In co-transfection experiments, the SRC-2rn123 mutant

was as efficient as wild-type SRC-2, while the mutant SRC-2AQ abrogated SRC-2-

mediated coactivation of Tpit transcriptional activity (Fig. 1D), as did the double mutant

SRC-2m123AQ. In order to determine if this was a consequence ofimpaired interaction
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with Tpit, we performed pull-down assays using wild-type and rntitant in vitro translated

SRC-2. The MBP-Tpit column bound only wild-type and SRC-2m123 mutant whereas

mutants SRC-2AQ and SRC-2rn123AQ were not retained (Fig. 1F). Taken together, these

resuits identify SRC-2 as a coactivator of Tpit and clearly implicate the glutarnine—rich

domain of SRC-2 in Tpit interaction and coactivation.

4.5.2 Tpit as a target for signalling pathways

We have recently dernonstrated that SRC-2 is recntited to the POMC prornoter in

response to cAMP/PKA signalling elicited by CRH, a pathway that targets the nuclear

receptor NGFI-B in corticotroph ceils (29,305). Given our observation that SRC-2 is also

a coactivator of Tpit, we tested whether Tpit would also be a target for PKA signalling

pathway. In order to test if PKA would modulate Tpit transcriptional activity, a Tpit/Pitx

reporter plasrnid was cotransfected in CV-1 celis with expression plasmids for Tpit

and/or the catalytic subunit of PKA. While the transcriptional response to Tpit is modest,

coexpression of PKA greatly enhanced Tpit activity (Fig. 2A). PKA also enhanced the

transcriptional activity of Brachyury (T), but not of Tbxl, another T-box transcription

factor present in POMC-expressing AtT-20 celis (25$).

We next tested if the Tpit/Pitx-RE confeffed responsiveness to activation by the

CRH/cAMP/PKA pathway in AtT-20 celis. CRH treatrnent of AtT-20 ceils resulted in

activation of the transfected Tpit/Pitx-RE driven reporter plasmid, while CRH treatment

had no effect on the minimal POMC promoter (Fig. 2B and 2C). To confirm that the Tpit

and/or Pitx binding site were necessary, we scanned the entire Tpit/Pitx element with a

set of 3 bp mutants and assessed them for CRH responsiveness. As expected, mutants M5

and M6, which destroy the Tpit half-site, were minirnally active and were flot enhanced

upon CRH treatment (Fig. 23). Interestingly, mutants M$ and M9, which destroy the Pitx

binding site, were also non-responsive to CRH, confirming the interdependence of Tpit

and Pitx activity in POMC-expressing celis (258).

In order to coHfinn that an AP-1 site present in the minimal POMC promoter,

which had been implicated in CRH responsiveness (60), is flot implicated in Tpit/Pitx

dependent CRI-I response, we used a reporter lacking this sequence and this construct

responded equally well to CRH treatrnent (f ig. 2C, constnict 3). It is noteworthy that the
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AP-Ï site in the minimal promoter confers a siiglit but reproducible CRH response

(compare construct 2 and 4). Finally, to determine if the Tpit/Pitx target sequence is

essential for CRH responsiveness of the POMC promoter, we used reporter plasmids

containing mutations in either Tpit (construct 6) or Pitx (constnict 7) cognate sequence in

the context of the intact promoter. Both mutant reporters were responsive to CRH (Fig.

2C), indicating that the Tpit/Pitx target sequence, while able to confer CRH

responsiveness, is not essential for honnonal response within the context of the full

promoter. Other promoter sequences, such as the NurRE (see below), may also contribute

to CRH responsiveness in this context. li agreement with a role for the Tpit/Pitx elernent

in CRH responsiveness of the intact POMC promoter (constntct 5), we showed that

deletion of distal sequences containing the NurRE (construct 8) do flot prevent

responsiveness but that fttrther deletion of the region containing the Tpit/Pitx elernent

(constnict 9) abrogates responsiveness. Complementary reporter constnicts containing the

distal NurRE (construct 11) or the central Tpit/Pitx elernent (constmct 10) were both

sufficient for CRH responsiveness.

4.5.3 Tpit as a downstream effector of a PKA and MAPK pathways

We next set out to understand the signalling pathway downstream of PKA that

leads to activation of POMC transcription. In a variety of endocrine systems, activation of

cAMP signalling Ïinked to G-protein-coup{ed receptors resuits in rapid activation of the

MAPK pathway. In order to determine if it was the case in response to CR11 stimulation,

we harvested control and CRH-treated AtT-20 ceils either 5 or 30 minutes after

stimulation and stibjected nuclear extracts to western blot analysis. Activation of MAPK

signalling was assessed using a phospho-specific antibody directed against the activated

(phosphorylated) fonn of Erkl/2, which revealed a strong and transient activation of

Erkl/2 within 5 minutes of CRH treatrnent (Fig. 3A, bottom panel). Total amounts of

ErkI/2 remained however constant within this period (Fig. 3A, upper panel). Similar

experirnents using anti-phopho-p38 failed to reveal activation of p38, another

downstream MAPK (data not shown).

While preparing this manuscript, it was reported that NGFI-B is a target of

MAPK signalling following CR11 stimulation (240). Indeed, we also obseiwed that
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pre-treatrnent of AtT-20 celis with the MEK1 inhibitor PD 98059 abrogated most of the

response of the NurRE reporter to both CRH and forskolin treatrnent (Fig 33). We then

tested whether a Tpit/Pitx reporter would be sirnilarly affected. Indeed, PD 98059 not

only greatly diminished basal reporter activity but also cornpletely blunted transcriptional

enhancernent in response to CRH treatment on both the Tpit/Pitx and POMC reporter

plasrnids (Fig 3C). Similar resuits were obtained using U0126, another MEK1 inhibitor

(data not shown). In contrast, the p38 inhibitor SB 203580 had no effect on the Tpit/Pitx

reporter and only a minimal one on the POMC promoter (Fig. 3C). In order to ensure that

MAPK activation was a direct consequence of cAMP signalling, we perforrned similar

experiments using the adenylate cyclase activator forskolin, which also induced a

transcriptional response from Tpit/Pitx and POMC reporters and PD 98059 also blocked

this activation (Fig. 3D). Throughout these experirnents, the levels of Tpit protein

remained constant as revealed by western blotting (Fig. 3E).

Altogether, these resuits show that Tpit can be a mediator of CRH signalling and a

downstream effector ofPKA/MAPK signalling pathways in corticotrophs.

4.5.4 Requirements for PKA enhancement of Tpit activity

Since SRC-2 was implicated in the CRH/PKA-dependent activation of NGFI-B

(305), we tested whether it also favored PKA enhancement of Tpit activity. Indeed, co

transfection in CV-l celis of limiting amounts of SRC-2 and PKA synergistically

enhanced Tpit activity on a Tpit/Pitx reporter (Fig. 4A), suggesting that they are part of

the sarne signalling cascade. In contrast, Pitxl activity was only minirnally enhanced by

PKA and SRC-2 (Fig. 4A). Furtherrnore, this synergistic enhancement of Tpit activity by

PKA/SRC-2 was not observed with the SRC-2AQ and SRC-2rn123AQ mutants (Fig. 43),

presurnably because oftheir impaired ability to interact with Tpit (Fig. lE).

We next used a series of Tpit tnincation mutants in transfection experiments to

determine domains required for PKA+SRC-2 potentiation of Tpit transcriptional activity.

Progressive deletion of the Tpit C-tenninus up to amino acid 252 did not affect

PKA+SRC-2-dependent transcriptional potentiation (Fig. 4C). However, tntncation of

the first 30 aa abrogated potentiation by PKA+SRC-2, suggesting a crucial role for the N-

terminus ofTpit in PKA/SRC-2 responsiveness. Ail ofthese mutants retained their ability
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to bind DNA (data not shown). In order to gain further insight into the molecular

rnechanisms regulating PKA enhancement of Tpit transcriptional activity, we perforrned

electrophoretic mobility shift assays. Coexpression of PKA did not increase the intrinsic

affinity of Tpit for DNA (Fig. 4D). We also performed co-immunoprecipitation

experiments using epitope-tagged Tpit and Pitxl and PKA did not enhance Tpit-Pitx

interaction in 293 ceils (Fig. 4E). The Tpit AN mutant was expressed as efficiently as

wild-type Tpit (Fig. 4F,WB), and it’s DNA binding ability was also similar to Tpit (Fig.

4F, EMSA). In agreement with the Tpit deletion analysis (Fig. 4C), pull-down confiinied

an in vitro interaction between SRC-2 and the Tpit N-terminus that is lost in the Tpit AN

mutant (Fig. 4F). Thus, these resuits indicate that the Tpit N-terminus is a site of SRC-2

recruitment, and that this activity is increased by PKA.

Altogether, these resuits suggest that PKA enhancement of Tpit transcriptional

activity is prirnarily a resuit of increased coactivator recruitrnent to the Tpit/Pitx-RE by

Tpit in response to i ntracellular signalling.

4.5.5 Tpit and NGFI-B synergism in presence of PKA and SRC-2

These studies have revealed mechanistic similarities between the T-box factor

Tpit and the nuclear receptor NGFI-B. Indeed, both are transcriptional activators of the

POMC gene, both are targeted by the CRH/PKA/MAPK pathway, and both recruit

SRC/pl 60 coactivators. Given these sirnilarities and the proxirnity of both sites on the

POMC promoter, we investigated the possibility of transcriptional cooperativity between

these two factors. Tpit, NGFI-B or a combination of both were co-expressed with an

intact POMC prornoter-driven reporter in GH3 ceils (that contain endogenous Pitxl but

not Tpit). While there was no activation by factors alone, addition of either PKA or SRC

2 resulted in strong transcriptional synergy (Fig. 5A). Tpit and NGFI-B behaved slightly

differently on a Tpit/Pitx reporter. lideed, co- transfection of both resulted in strong

transcriptional synergy independently of added SRC-2 or PKA (Fig. 5B). Since NGFI-B

does not bind the Tpit/Pitx target sequence (data flot shown), these resuits suggest direct

interaction between Tpit and NGFI-B. In vitro pull-down assays using MBP-Tpit fusion

proteins and radiolabeled NGFI-B confirrned that both factors could physically interact

(Fig. 5C).
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Taken together, these resuits show that Tpit and NGFI-B are end-point effectors

of PKA and SRC-2 signalling, resulting in transcriptional cooperativity on the POMC

promoter.
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4.6 DISCUSSION

Despite their essential roles as developmental regulators, stiil littie is known about

the underlying transcriptional mechanisms of T-box factors. Tpit is one of the relatively

few T-box factor for which target genes, such as POMC and a-GSU, have been identified

and for which a role as either activator or repressor of transcription has been

characterized (258,391). The current paradigm dictates that transcription factors recniit

cofactors to target genes, which in tum either recruit chrornatin rernodelers or stabilize

the basic transcriptional machinery to exert their transcriptional functions. Whereas a

plethora of such cofactors are known to modulate NR activity, culTently only one case of

cofactor recruitment by a T-box factor has been reported, the recruitment by Tbr-1 of the

cytoskeleton-associated guanylate kinase CASKILIN-2 (195).

The aim of this study was to further our understanding of the rnolecular

mechanisrns goveming Tpit functions. We now report that Tpit is able to recruit

SRC/p 160 coactivators to modulate its transcriptional activity. Indeed, SRC-2 enhances

the intrinsic activity ofTpit on its cognate POMC target as well as the synergistic activity

with Pitxl, apparcntly by a mechanism where SRC-2 interacts only with Tpit (Fig. 1).

Although the activity of Tpit on the Tpit/Pitx-RE requires a functional binding site for

Pitx factors (ref (258) and Fig. 2), coactivation by SRC-2 does not, since Tpit-dependent

activity on a palindromic T element is also enhanced by SRC-2 (data not shown). This

suggests that Tpit activity on promoters other than POMC might flot require the presence

ofPitx factors, but possibly of other transcriptional partners.

Future investigations will address the physiological significance of coactivator

recruitment by T-box transcription factors, as this could be important in a number of

developmental events. For example, recntitrnent of SRC-2 by myogenin and MEF2c is

essential for proper skeletal muscle differentiation (85). The finding that SRC-2 is

recniited by a T-box might also shed a new light on functional cross-talk between this

subfamily and other transcription factors using common coregulators. The antagonistic

relationship between Tpit and SF-1 is of particular interest in the pituitary. SF-1 is a

developmental regulator and a transcriptional modulator of cAv1P-induced genes (366).

In addition, MAPK-induced phosphorylation ofSF-1 modulates its ability to recruit SRC

2 (174). Thus, the transcriptional antagonisrn observed between Tpit and SF-1 may
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involve competition for mutual coactivators. Another intriguing possibility is that SRC-2

might function as a corepressor (rather than as a coactivator) of Tpit or SF-l in the

context of trans-repression. Indeed, such a role was recent!y shown in the case of trans

repression between the glucocorticoid receptor GR and AP-1 (409).

Our resuits indicate that the cAIVIP/PKA pathway regulates Tpit-dependent

transcription. To our knowledge, this is the first example of regulation of a T-box

transcription factor by a major signalling pathway. Indeed, stimulation ofPKA signalling

strongly potentiates the transcriptional activity not on!y of Tpit, but also of Brachyury.

Regulation of transcription factor activity by phosphorylation is a common occurrence, as

it provides a means to rapidly fine-tune the transcriptional response of a target ce!! to

environrnental signais. PKA has been shown to modulate the activity of transcription

factors at rnany leveis, such as subce!!u!ar localization, DNA binding, interaction with

other transcription factors and cofactor recruitrnent. In the case of Tpit, the potentiation

effect of PKA does not appear to be mediated by an increased interaction with its known

partner Pitxl or by a change in affinity for DNA (Fig. 4). Moreover, the amount of Tpit

protein is not affected by activation of cAMP signa!!ing in AtT-20 ce!!s (Fig. 3E) nor in

overexpression experirnents (Fig. 4E). Regulation of the subcellular distribution of Tpit is

unlikely given that it is present in nuclear extracts (Fig. 3 and 4) and that it is

constitutively nuciear (258). Instead, PKA potentiation appears to be rnediated through

coactivator recruitrnent. Indeed, coexpression of SRC-2 synergistically enhanced the

effects of PKA on Tpit activity and this effect was not observed with an SRC-2 mutant

unable to interact with Tpit (Fig. 4). Phosphorylation-dependent recruitrnent of SRC-2

appears to be a widespread rnechanisrn, as we and others have dernonstrated that

interaction of SRC-2 with both NGFI-B (305) and SF-1 (174) is modulated by the

cAMP/PKA/MAPK whi!e recniitment of SRC-2 by MEF2c is regulated by the cyclin D

cdk complex (266). Further experirnentation wi!! be needed to determine which of Tpit or

SRC-2 (or both) is the direct target of phosphoryiation events. Tpit has a consensus

MAPK site in the T-box. Both SRC-1 and SRC-3 have been shown to be directly

phosphorylated by MAPK and these modifications regulate transcriptional activity

(116,412). Alternatively, phosphorylation of SRC-2 rnight be controliing its cellu!ar

cornpartmentalization; such a regu!ation by MAPKs has been demonstrated for the
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corepressor SMRT (189). Moreover, both SRC-2 (86) and SRC-3 (394) have been shown

to be present in the cytoplasm in different systems.

We also show that Tpit is a mediator of CRH response at the POMC prornoter.

Indeed, we report that the Tpit/Pitx-RE is responsive to CRH and mutation in either the

Tpit or the Pitx target sites abolished responsiveness (fig. 2). The requirement for the

Pitx site, even though Pitx is only marginally responsive to PKA and does not recruit

SRC-2, is in accordance with our previous observation that the activity of Tpit on the

Tpit/Pitx-RE is totaiiy dependent on the presence of a functionai Pitx site (258). Signais

elicited by CRH appear to involve MAPKs since pharmacological blockade of MAPK

activity prevents CRH responsiveness of POMC and Tpit/Pitx-RE. The rapid and

transient activation of MAPK signalling (fig. 3A) correlates well with the rapid induction

of POMC transcription, which is maximal within 15 min of CRH treatment (14$). At first

sight, the i-ole of Tpit as a modulator of hormonal response may seem at odds with the

traditional roTe ascribed to T-box factors as developmental regulators. However, this may

explain why Tpit expression is maintained throughout adulthood. Indeed, we suggest that

Tpit plays a dual role in the pituitary; first it functions as a factor essentiai for late

differentiation of POMC-expressing corticotrophs and melanotrophs, and later it is

recniited to participate in hormonal response of the POMC prornoter. A precedent exists

for pituitary Pit- 1, a POU-horneodomain factor essential for developrnent of the

somatotrophs, lactotrophs and thyrotrophs lineages. bdeed, Pit-1 participates in

hormonal response in each of these iineages as it modtiiates PKA-dependent induction of

GH, PRL and TSH- genes (53$).

This study aiso revealed functional similarities between Tpit and NGFI-B as well

as transcriptionai cooperativity on the POMC promoter. Indeed, Tpit and NGFI-B

physically interact and synergistically activate POMC transcription (Fig. 5). Thus we

propose in Figure 6 a general model for CRH activation of POMC transcription

integrating our findings for Tpit (this study) and NGfI-B (239,305,306). In basal

conditions, Tpit/Pitx are present at the promoter while NGFI-B is both in the cytoplasm

and in the nucleus, but in minimal amount at the NurRE (305). CRI-I binding to its

receptor initiates cAMP signalling, resulting in activation of PKA. Presumably due to the

presence ofRapi, PKA signalling leads to activation ofMAPKs and intracellular calcium
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entry (ref (243) and fig. 3). This resuÏts in dephosphorylation of NGFI-B DBD, thus

aliowing DNA binding (305). CRH-eiicited signais enhance the ability of both Tpit and

NGFI-B to recniit SRC-2, thus resulting in the assernbiy of an active transcriptional

compiex at the prornoter. Further experirnentation wiii be required to assess the existence

of a tripartite complex in response to CR11, as stiggested by the fact that Tpit and NGFI-B

directly interact (Fig. 5) and that they bind the same region of SRC-2 (the Q-rich dornain)

[Fig. 1 and (305)]. AÏternativeÏy, they could be binding dimers of SRC-2 (or SRC

heterodimers), given that SRCs possess a HLH-PAS dornain, a known dimerization

interface and that SRC hetero- and homomultirneric complexes have been docurnented

(317).

In sumrnary, we have shown a novei mechanism for transcriptional activation by

T-box factors such as Tpit, where intraceiiuiar signaiiing modulates SRC coactivator

recruitment. In corticotroph ceils, Tpit is a mediator of hormonal signaïling and its action

may occur in parallel with the proposed mechanism for Nur-rnediated CR11 response.

Given that the distal elements of the POMC prornoter and their cognate transcription

factors act in a highly synergistic manner (464), we postulate that CRH-eiicited signalling

ieads to the assernbly of a transcriptional regulatory complex that includes DNA-binding

transcription factors such as NGFI-B and Tpit. This complex would aiso contain common

transcriptional cofactors such as the SRCs, and the multiple coactivator interactions are

consistent with their recruitment by different DNA-bound factors.
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CRH
u

Figure 4.6 Working mode] for action of CR11 and PKAIMAPK pathway on POMC

promoter. In basal conditions, Tpit appears to be nuclear and present at the Tpit/Pitx-RE,
contributing together with Pitxl to basal POMC transcription. NGFI-B is found both in the
cytopÏasrn and nucleus, but very littie is present at the NurRE. Upon CRH stimulation,
accumulation of cAMP induces PKA activation, which activates Erkl/2 in corticotroph cells.

This leads to NGFI-3 DBD dephosphorylation, thus allowing DNA binding ofNur dimers.

Activation of PKA and MAPK signalling also enhances recruitment of SRC-2 to Tpit and
NGFI-B cognate targets, presurnably in part because ofphosphorylation ofthe NGFI-B N-
terminal AF-l domain.

NGFI

SRC
compiex

Tpit Pitx

j CRH

NGFI-B Tpit Pitx
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CHAPITRE 5: Discussion et Perspectives

Depuis la démonstration au milieu des années 1980s que la transcription du gène

POMC est assujétie à un contrôle par l’axe HPA (147,148), de nombreuses études se sont

penchées sur les mécanismes moléculaires sous-jacents à cette régulation honrionale. Or

malgré plus de quinze aimées d’étude, de nombreuses questions restent encore sans

réponses concernant les mécanismes par lesquels le CR11 stimule les corticotropes de

l’hypophyse antérieure pour augmenter la transcription du gène POMC. Mon projet de

doctorat consistait donc à caractériser les voies de signalisation, les régulateurs

transcriptionnels ainsi que les éléments de réponse sur le promoteur impliqués dans la

réponse du gène POMC. En particulier, j’ai étudié en détails les mécanismes

transcriptionnels des NRs de la famille Nur ainsi que de Tpit, un facteur à boîte T

récemment cloné dans notre laboratoire. De plus, j’ai pu mettre en évidence l’implication

des coactivateurs de la famille SRC/p 160, dont l’action rehausse les capacités

transcriptionnelles de NGFI-B et de Tpit. Cette section fera une analyse critique des

résultats présentés dans les chapitre 2, 3 et 4, tout en intégrant leurs implications dans la

régulation transcriptionnelle du gène POMC et en discutant des perspectives ouvertes par

ces résultats.

5.1 Sur la pertinence biologique des dimères de facteurs Nur

Les membres de la famille Nur se distinguent des autres NRs par leur versatilité

au point de vue de la liaison à l’ADN. En effet, les facteurs Nur peuvent agir en

monomères et en hétérodimères avec RXR, et nous avions démontré auparavant que des

dimères de facteurs NGFI-B se lient au NurRE. Au cours de mes études, j’ai démontré

pour la première fois que Nurri et NOR-1 (dans une moindre mesure) peuvent également

lier le NurRE du promoteur POMC sous forme d’homodimères, et que les facteurs Nur

peuvent foi-mer des hétérodimères qui sont des activateurs transcriptionnels plus puissants

que les homodimères des mêmes facteurs (chapitre 2). Toutefois, il est important de noter

que ces observations sont propres au NurREPQMÇ puisque les homodimères des trois

membres de la famille activent de manière comparable le NurRECON. Étant donné que les

patrons d’expression se chevauchent largement et que la plupart des stimuli
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physiologiques induisent plus d’un membre de la famille Nur, la formation

d’hétérodimères entre membres de cette famille est donc possible sur des éléments de

réponse dti type NurRE dans de multiples tissus. Mes résultats suggèrent que ceci est

notamment possible dans les corticotropes, puisqiLe l’ARNm des trois membres est induit

par le CRH (figure 2.1) et que les protéines Nuirl et NGFI-B sont détectables dans les

AtT-20 (figure 3.1). Toutefois, afin de soutenir un rôle pour les hétérodimères dans

l’hypophyse, il sera important dans l’avenir de faire des expériences

d’immunohistochimie afin de s’assurer que les trois facteurs sont bien présents dans les

corticotropes. Ceci pourra être effectué dans des conditions où l’axe HPA est activé, par

exemple en injectant du CRH ou par ablation pharmacologique de la synthèse des Gc.

Ces observations nous amènent à nous interroger sur la pertinence du mode

d’action en homo- ou hétérodirnères de facteurs Nur. À première vue, l’action en dimères

peut présenter plusieurs avantages, le plus évident se situant au niveau d’une capacité

accrue à activer la transcription. En effet, le NurRE s’est avéré une cible beaucoup plus

sensible que le NERE dans tin contexte de surexpression des facteurs Nur (chapitres 2 et

3), et ceci reflète peut-être l’aptitude spécifique des hornodimères à recruter certains

coactivateurs. Ceci semble être le cas pour les membres de la famille SRC/p160 (chapitre

3), mais non pour ASC-2 (445).

Un autre avantage est celui de la possibilité de former des hétérodirnères dont les

propriétés transcriptionnelles sont différentes de celles des homodimères. En effet,

l’hétérodimérisation entre protéines d’une même famille est un mécanisme récurrent,

souvent utilisé pour moduler la liaison à l’ADN et le recrutement de facteurs dont

l’affinité est moindre pour un certain élément (310). Ainsi, sur le promoteur de POMC,

NGFI-B forme des hétérodimères avec Nuni et NOR-1, ce qui permet à Nuni et surtout

NOR-l, qui ont moins d’affinité pour le NurREPQMC, d’être recrutés au promoteur pour

ainsi pouvoir réguler la transcription plus finement, car chaque facteur peut attirer un

ensemble différent de protéines et/ou cofacteurs spécifiques. Aussi, bien que les membres

de la famille Nur partagent beaucoup de caractéristiques et semblent être

fonctionnellement redondants dans certains systèmes, il existe des différences marquées

au point de vue de leurs propriétés transcriptionnelles. Par exemple, l’activité de NGFI-B

n’est pas rehaussée par le 6-MP, contrairement à celle des deux autres factetirs Nur
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(359,499). De plus, NOR-1 n’hétérodimérise pas avec RXR, tandis qu’il est le seul à

interagir avec l’homéoprotéine Six3 (355,540). Nurri quant à lui n’induit pas

l’expression de CD25 ni l’apoptose des cellules T, contrairement à NGFI-B et NOR-Ï

(8$). Ces différentes propriétés s’expliquent probablement en grande partie par la

divergence de leurs domaines N-terniinal/AF- 1. L’hétérodimérisation permet aussi un

mécanisme par lequel l’activité transcriptionnelle peut être modulée par le recrutement

d’un membre pouvant agir en tant que dominant négatif SHP est un exemple de NE.

atypique qui hétérodimérise avec plusieurs autres NRs pour en réprimer l’activité (155).

Un tel mécanisme semble exister au sein de la famille Nur, car l’existence de formes

tronquées de NunJ et de NOR-1 ont été rapportées et celles-ci répriment l’activité des

autres membres de la famille Nur (353,354). Toutefois, les mécanismes d’action, de

même que les fonctions biologiques de ces formes tronquées, restent à être définis.

L’ensemble de ces observations, de même que mes résultats présentés aux

chapitres 2 et 3, suggèrent que la dimérisation soit un mécanisme avantageux pour les

membres de la famille Nur car il offre plusieurs niveaux additionnels de régulation de

l’activité transcriptionnelle possibles, ce qui peut s’avérer essentiel pour ces facteurs de

transcription dont les fonctions sont aussi multiples que variées. Il reste toutefois

beaucoup de travail à faire pour comprendre les mécanismes d’action et surtout la

pertinence in vivo des dirnères de facteurs Nur. La première chose à faire sera de bien

définir quels sont les domaines impliqués dans l’homo- et l’hétérodimérisation. J’ai

commencé ce travail et les résultats présentés dans les figures 3.6 et 3.7 indiquent que le

DBD et surtout le domaine C-terminal semblent importants pour l’homodimérisation de

NGFI-B et de Nuni. Ceci pourra mener à l’identification de mutants ne pouvant plus

dimériser. Ceci a été fait dans le cas de l’interaction entre Nurri et RXR et la simple

substitution de la proline 560 ou de la leucine 562 en alanine abolit la formation

d’hétérodimères entre ces deux NRs (2). Ces résidus dans le domaine I (un domaine

important pour la dimérisation des NRs) sont situés dans la région C-terminale de Nunl

qui est peu conservée entre les membres de la famille Mur.

Il serait particulièrement titile de trouver des mutants qui peuvent encore

homodirnériser mais qui sont incapables de former des hétérodimères entre facteurs de la

famille. En effet, ceci pennettrait de tester la pertinence de l’hétérodimérisation de
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diverses manières. Outre la batterie d’essais transcriptionnels, une approche puissante

envisageable serait de créer une souris ayant intégré la copie mutante du facteur Nur à la

place de l’allèle sauvage (souris knock-in). De plus, afin d’exacerber les effets de la

mutation et de réduire l’interférence possible par un effet redondant des autres membres,

ces souris pourraient être croisées avec des lignées ayant subi l’ablation d’un des autres

membres de la famille. Ainsi par exemple, en croissant un mutant de NGFI-B incapable

d’hétérodirnériser avec une souris NOR-F’, il sera possible de tester in vivo la pertinence

de l’hétérodimérisation entre NGFI-B et Nui-ri. Le rôle de ces hétérodimères dans la

réponse de POMC au CRH pourra ainsi être testé directement en induisant

artificiellement l’axe HPA chez ces souris. Bien sûr, la même approche pourrait être

utilisée pour tester la fonction des homodimères de NGFI-B ou Nurrl/NOR-1. Ceci a été

fait avec succès dans le cas de GR afin de distinguer entre les effets dus à sa liaison à

l’ADN (qui requiert l’homodimérisation) et ceux résultant de ses interactions

protéines:protéines (398).

Il est à noter que bien que le mode d’action en dimères semble plus pertinent

biologiquement, il est possible que les monomères jouent des rôles spécifiques dans

certaines conditions. D’ailleurs, il a été rapporté que le Bisphénol A (BPA), un

xénobiotique qui induit les voies PKA et MAPK dans la lignée tumorale de cellules de

Leydig (K-28), augmente la transcription dépendante du NERE mais non celle dirigée par

le NurRE (448). Il est donc possible que le BPA induise une modification qui rehausse

spécifiquement l’activité des monomères de facteurs Nur. Il est à noter que le BPA

n’induit que NGFI-B dans ces cellules (448). Il est aussi possible que l’absence d’effet

sur le NurRE soit dû à un blocage de la dimérisation de NGFI-B par le BPA ou alors

qu’in vivo, l’activation du NurRE nécessite la formation d’hétérodimères.

5.2 Sur la pertinence biologique du NurRE

L’ensemble de mes résultats présentés aux chapitres 2 et 3, de même que ceux

ayant mené à l’identification du NurRE (379,380), suggèrent d’ores et déjà que le

mécanisme d’action en dirnères sur le NurRE est plus pertinent que l’action monomérique

sur le NBRE. Contrairement au NERE identifié par sélection en levure, le NurRE est la

première cible d’action physiologique identifiée pour les facteurs Nur. De plus, le NurRE
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est beaucoup plus sensible aux stimuli physiologiques que le NBRE. Ceci a été démontré

dans les cellules AtT-20 en réponse au CRH ainsi que dans les hybridomes de cellules T

en réponse à la stimulation du TCR (379). Ainsi, le NurRE présente un nouveau

paradigme pour l’étude des voies de signalisation médiées par la famille Nur. Il sera

particulièrement intéressant de chercher d’autres sites NurRE dans les gènes régulés par

le CRH (dont le gène C’RH lui-même) dans l’axe HPA mais aussi dans les autres

systèmes régulés par le CRH. Il sera notamment important de chercher dans le promoteur

de gènes exprimés dans les corticotropes tels la sous-unité alc des canaux calciques de

type L, le récepteur CRH-Rl et le CRH-BP (un facteur qui antagonise les effets du CRH

sur la sécrétion de l’ACTH), puisque l’expression de ces trois protéines est régulée par le

CRH via la voie de l’AMPc (101,219,522). De plus, NGFI-B a été impliqué dans la

régulation de plusieurs gènes qui sont également ciblés par la voie de l’AMPc. Ceux-ci

incluent les enzymes nécessaires à la stéroïdogenèse P450c17 (17-hydroxylase) et

P450c21 (21-hydroxylase) (78,542), le gène de l’aldolase C (63), le gène spécifique aux

glandes salivaires R15 (288) de même que plusieurs gènes spécifiques aux thyrotropes

(382). Étant donné mes résultats qui montrent que les dimères de NGFI-B sont des

effecteurs transcriptionnels de la voie de l’Al’vIPc/PKA, il sera intéressant de chercher des

NurREs dans les régions régulatrices de ces gènes. Plus généralement, il sera aussi

envisageable de localiser des NurREs dans la région promotrice des gènes impliqués dans

l’apoptose des thymocytes, système dans lequel aucun gène-cible des facteurs Nur n’a été

identifié.

Mes études démontrent que Nurrl et NOR-1 activent moins fortement que NGFI

B la transcription dépendante du NurRE, ce qui corrèle avec leurs capacités moindres à

former des homodirnères sur cet élément. Il semble en effet que le NurRE de POMC soit

une cible préférentielle pour des dimères contenant NGfI-B, mais il est possible que des

variantes du NurRE puissent conférer une sensibilité différente à des homodimères et/ou

des hétérodimères spécifiques de certain membres de la famille Nur. La démonstration

que Nun-1 et NOR-1 sont d’aussi bons activateurs transcriptionnels que NGFI-B sur une

cible NurRE ‘consensus’ (figure 2.4) suggère qu’il faudrait orienter la recherche de

NurREs vers des répétitions renversées (everted repeat) de séquences apparentées au

NBRE plutôt que d’essayer de retrouver la séquence exacte du NurRE du gène POMC.
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L’existence de différents NurRE ciblés par des hétérodimères spécifiques constituerait un

niveau de régulation qui viendrait s’ajouter à l’expression différentielle des facteurs Nur.

En effet, de subtiles différences dans les éléments de réponses petivent dramatiquement

changer la conformation du récepteur et ainsi changer le type de cofacteur recruté. C’est

le cas pour ER qui recrute différents coactivateurs selon le ERE (299). Cela a aussi été

élégamment démontré pour Pit- 1, qui se lie à detix sites dans le promoteur du gène GH

qui différent par deux nucléotides, mais dont l’un induit le recrutement d’un coactivateur

et l’autre d’un corépresseur (426).

L’analyse détaillée du promoteur de POMC (464,465) a suggéré que l’activité du

NurRE est dépendante de l’activité des facteurs qui agissent sur la région centrale et

distale du promoteur et qui ont été impliqués dans l’expression tissu-spécifique de

POMC, tels que Tpit, Pitxl et les hétérodimères de facteurs bHLH contenant NeuroDi

(125,259,387). Ainsi, l’absence ou Nnactivité de ces facteurs pourrait limiter l’activité du

NurRE. Ceci expliquerait pourquoi la régulation hormonale du promoteur de POMC

médiée par les factetirs Nur ne semble pas s’opérer au NurRE dans certains contextes

(335), mais plutôt au niveau d’une séquence NBRE qui chevauche un élément de réponse

négative aux glucocorticoïdes, le nGRE (127). Des études plus poussées révéleront les

rôles précis joués par ces deux cibles régulatrices lors de l’activation par le CRH in vivo

(voir section 5.5).

Parmi les expériences envisageables qui pourraient nous éclairer sur les rôles

respectifs du NurRE et du NBRE, il serait intéressant d’établir des souris transgéniques

portant un rapporteur (du type lacZ) dirigé par un certain nombre de copies du NurRE ou

du NBRE. En comparant les patrons d’expression spatio-temporels des rapporteurs, cela

permettrait de différencier les rôles in vivo du NurRE et du NBRE et d’adresser ainsi en

mên;e temps la pertinence biologique de chacune dans les divers tissus où les facteurs

Nur sont exprimés. Ces souris pourraient aussi être manipulées pour distinguer les

conditions où l’activité des rapporteurs est inductible et où elle est constitutive. Par

exemple, au niveau de l’hypophyse, la stimulation de l’axe HPA de ces souris (par les

méthodes décrites plus haut) nous permettrait de tester in vivo la réponse des deux

éléments au CRH. De plus, l’expression des rapporteurs pourrait aussi être restreinte aux

cellules exprimant POMC en insérant dans la construction les séquences qui dirigent
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l’expression histo-spécifique du promoteur de Tpit. Une telle approche a été utilisée pour

étudier l’activité transcriptionnelle du facteur MEF2 du coeur. Ainsi, le rapporteur

contenant l’élément de réponse à MEF2 n’est actif que lorsque l’hypertrophie est induite

ou lorsque cette lignée est croisé avec une souris transgénique exprimant la CarnKIV

constitutivement active (369). Une limitation de ce type d’expérience pourrait venir du

fait que las facteurs Nur sont exprimés ubiquitairernent, donc il existe la possibilité

d’obtenir un bruit de fond élevé. Toutefois, j’ai observé au cours de mes études que

généralement les rapporteurs NurRE et NERE possèdent une faible activité de base qui

est fortement inductible, notamment dans les AtT-20 et ceci malgré la présence d’au

moins NGFI-B et Nunl. Ceci suggère que les protéines sont maintenues dans un état

inactif, par phosphorylation de la Sér316 ou par la séquestration dans le cytoplasme, ce

qui est en accord avec ma démonstration que l’activité de NGfI-B est inductible en

réponse au CRH (voir chapitre 3).

Toute considération de la pertinence physiologique du NurRE doit tenir compte

du fait que les Gc répriment l’activation transcriptionnelle médiée par le NurRE et les

facteurs Nur. L’antagonisme observé entre GR et NGFI-B expliquerait donc en grande

partie la répression de la transcription de POMC par les Gc dais les cellules corticotropes

de l’hypophyse, de même que l’effet inhibiteur des Gc sur l’apoptose des cellules T

activées par le TCR. Toutefois, deux cibles majeures ont été décrites dans le promoteur

de POMC, soit le NcirRE et le nGRE/NBRE. Bien que l’importance reLative de chacune

des detix cibles pour la répression par les Gc ne soit pas encore établie dans un contexte

physiologique, il est probable que l’antagonisme exercé via le NurRE ne soit possible que

dans un contexte où les factetirs cellules-spécifiques, tels Tpit, Pitxl et NeuroDi, sont

actifs. Par contre, l’absence de ceux-ci favorisera un mécanisme de répression impliquant

le nGRE (335,403). Cette interprétation est en accord avec la répression du promoteur de

POMC par les Gc observée dans les cellules L (199) ou sur les épisomes BPV dans des

cellules mammaires, où la répression passe par le nGRE (79). La présence de deux sites

d’action de GR sur le promoteur POMC pourTait servir à moduler la sensibilité du gène à

la répression par les glucocorticoïdes. Une telle modulation pourrait expliquer les

changements de sensibilité de l’axe HPA à la rétroaction négative des Gc, tel qu’il a été

observé dans le stress chronique ou le syndrome de Cushing (1). Quoiqu’il en soit, en ce
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qui concerne la répression médiée par le NurRE, il sera intéressant de regarder si GR

interfère avec les mécanismes d’activation de NGfI-B, comme le recrutement de SRC-2,

l’interaction avec Tpit ou le ciblage de NGFI-B par les voies de signalisation induites par

le CRH. De plus, étant donné le parallèle mécanistique entre l’antagonisme GRJAP-1 sur

le promoteur du gène collagènase-3 et GRINur sur le promoteur de POMC, il faudra

considérer la possibilité que la liaison de GR à NGFI-B lorsque celui-ci est sur le NurRE

force SRC-2 à troquer ses fonctions de coactivateur pour celles de corépresseur, tel

qu’observé dans le cas de GR/AP-1 (409).

Les résultats rapportés à la figure 2.5 révèlent que RXR antagonise l’action des

dirnères de NGFI-B sur le NurRE, ce qui n’est pas observé sur le NBRE ni sur la cible

DR-5 (140). Ceci suggère que le NurRE est une nouvelle interface de communication

entre les voies de signalisation des facteurs Nur et des rétinoïdes. Cette observation,

subséquemment confirmée par un autre groupe (218), s’ajoute à d’autres exemples

d’interchanges entre les voies des rétinoides et des Nur, tel que l’interaction directe entre

RXR et Nurrl/NGFI-B ou la séquestration de RXR dans cytoplasme après

phosphorylation de NGFI-B en réponse au NGF (221,540). Ce mécanisme de répression

de l’activité dépendante du NurRE pourrait s’avérer particulièrement pertinente dans les

thymocytes immatures où les rétinoïdes antagonisent l’apoptose induite par le TCR, un

mécanisme qui requiert l’activité transcriptiome1le de NGFI-B.

5.3 Sur les mécanismes de la régulation transcriptionnelle de POMC par NGFI-B

Les résultats rapportés dans les chapitres 3 et 4 confirment l’importance des

dimères de facteurs Nur, en plus de jeter une nouvelle lumière sur les mécanismes

moléculaires impliqués dans la réponse transcriptionnelle du gène POMC à la stimulation

par le CRH. En effet, mes études établissent les facteurs Nur, et particulièrement NGFI

B, en tant qu’effecteurs transcriptionnels des voies AIVIPc/PKA et MAPK et démontrent

que ces NRs activent la transcription de POMC en synergie avec Tpit et en recrutant les

coactivateurs SRCs et CBP/p300.

Dans les corticotropes, l’induction de la transcription de POMC par le CRH ne

requiert pas de synthèse protéique de iiovo (148). Donc, afin de qualifier comme candidat

au titre de médiateur des effets transcriptionnels du CRH, la protéine NGFI-B devait être
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présente dans les AtT-20 non-stimulées. Or, bien que son ARNrn semble faible en

conditions basales et qti’il est induit par le CRH, les niveaux de protéines NGFI-B restent

inchangés (figure 3.1). Un tel phénomène se produit également dans la rétine, où le

NMDA induit l’ARNm de NGfI-B sans affecter les niveaux de protéines NGFI-B (254).

Il semble donc que l’expression de NGFI-B est régulée post-transcriptionnellernent au

niveau de la traduction. De plus, mes résultats suggèrent un mécanisme par lequel

l’activité de NGfI-B peut être rapidement modulée, ce qui est en accord avec l’induction

de la transcription de POMC, de même que les niveaux d’AMPc, qui sont maximaux

entre 15 à 30 minutes après stimulation par le CRI-J (14$). En effet, j’ai montré que le

CRH induit la déphosphorylation de la Sér3 16 de NGfI-B, ce qui augmente sa liaison au

NurRE, ainsi que le recrutement du coactivateur SRC-2 par NGfI-B sur son élément

dimérique.

Ce mécanisme, à première vue assez direct, soulève pltisietirs questions

atixquelles il faudra tenter de répondre dans l’avenir. D’abord, on peut se demander

pourquoi la déphosphorylation de la Sér316 en réponse au CRH n’entraîne pas une

augmentation de la liaison de NGFI-3 sur le NBRE. Il est possible que d’autres

modifications, qui restent à être identifiées et qui sont nécessaires pour induire la liaison à

l’ADN, soient différentes pour la liaison sur le NurRE et le NBRE. L’existence de telles

modifications est suggérée par les études dans les cellules T, qui montrent que la

cyclosporine A (CsA), un inhibiteur de la phosphatase calcineurine, bloque l’apoptose

des cellules T en inhibant la liaison de NGFI-B au NBRE (535). Or, l’effet du CsA passe

par le domaine N-terminal de NGFI-3, suggérant qu’une phosphorylation de ce domaine

module la liaison au NERE. Ce type de communications interdomaines a déjà été

rapporté chez les NRs, notamment sur PPARy dont la phosphorylation de l’AF-l par les

MAPKs inhibe l’affinité de son LBD pour le ligand (432).

De nombreuses autres questions devront être adressées afin d’éclaircir les détails

mécanistiques de la modulation par le CRH de l’activité transcriptioimelle de NGFI-B.

Notamment, il faudra déterminer si les voies de signalisation induites par le CRH

favorisent la dimérisation de NGfI-B avant la liaison à l’ADN, ou si la dimérisation se

fait sur le NurRE, facilitée par la coopérativité de liaison observée précédemment (379).
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Il sera aussi intéressant de déterminer si l’interaction avec SRC-2 nécessite d’abord la

liaison à l’ADN de NGFI-B.

Une des questions fondamentales qui reste à résoudre concerne la nature des

enzymes qui modifient NGfI-B en réponse au CRH ainsi que les voies de signalisation

qui les contrôlent. Un événement important élicité par la voie du CRH/AMPc est la

déphosphorylation de la Sér3 16 de NGFI-B. Un mécanisme semblable a été observé pour

le récepteur AR où la forskolin peut induire la déphosphorylation de plusieurs résidus sur

la protéine (45). La calcineurine est une bonne candidate au titre de phosphatase qui cible

la Sér3 16 de NGFI-B, puisque l’activation du NurRE est partiellement bloquée par la

CsA (observation personnelle non-publiée). Toutefois, la démonstration formelle de son

implication reste à faire. Quant au N-terminal, si le CRH induit sa modification (ce qui

n’a pas encore été démontré) il est probable qu’il soit la cible directe des MAPKs Erkl/2.

En effet, j’ai montré que la voie MAPK est en aval de la voie de l’AMPc et que

l’activation dti NurRE par le CRH requiert les MAPKs (Chapitre 4). De plus, il a été

montré que l’AF-l de NGfI-B est ciblé par les kinases Erkl/2 (221) et une étude

concomitante à la mienne a montré que Erk2 phosphoryle NGfI-3 in vitro (242). Plus

généralement, notons que dans la plupart des cas rapportés, la phosphorylation des NRs

par les MAPKs a lieu sur l’AF-l et ces modifications régulent positivement la

transcription (voir section 1.3.1.3.2). De plus, ces phosphorylations de l’AF-l par Erkl/2

favorisent souvent l’interaction entre les NRs et les coactivateurs, tel lors du recnitement

des facteurs SRCs par ERŒ, ER3 et Sf-1.

Il sera particulièrement important de regarder quel est le rôle exact de PKÀ dans

l’activation des propriétés transcriptionelles de NGFI-B. Contrairement à Erkl/2, PKA

cible souvent le DBD des NRs, notamment celui de GR, MR, SF-1 et HNF-4 (voir

section 1.3.1.3.2). Étant donné que la phosphorylation in vitro de la Sér316 par PKA

empêche la liaison à l’ADN, il est peu probable que PKA phosphoryle directement

NGFI-B. Ce mécanisme n’est pas unique puisque la phosphorylation par PKA de HNf4,

qui possède un CTE semblable à celui de NGFI-3, réprime également sa liaison à l’ADN

(487). Similairernent à ce qui est observé pour NGFI-3, l’activation de la voie de l’AMPc

rehausse l’activité transcriptionnelle de ERa et induit sa phosphorylation (96). Toutefois,

la phosphorylation directe in vitro par PKA sur la Sér236 du DBD diminue la
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dimérisation de ERa de même que son habileté à lier l’ADN, ce qui suggère un

mécanisme indirect de PKA sur l’activité du récepteur ($2). Des études ont montré que ce

mécanisme ne passe pas par les coactivateurs SRC-1 ni CBP (96), mais pourrait

impliquer une synergie transcriptionnelle avec CREB (267), qui est aussi capable

d’interagir avec SF-1 (200). Toutefois, j’ai écarté une telle possibilité dans le cas de

l’action de PKA sur NGfI-B (résultat non-publié). L’activité de SF-l est aussi rehaussée

par SRC-2 et par PKA, qui phosphoryle l’AF-2 de ce récepteur (205). Cependant,

contrairement à ce qui est observé pour NGFI-B, l’activation de la voie de l’AMPc

semble stabiliser la protéine SF-1 (7). L’ensemble de ces observations suggère donc que

PKA ne phosphoryle pas directement NGFI-B mais agit plutôt en stimulant deux voies

convergentes : une qui aboutit à la déphosphorylation du DBD de NGFI-B (possiblement

par la calcineurine) et l’autre qui implique les MAPKs et qui cible l’AF-l pour recruter

SRC-2.

Mes résultats présentés au chapitre 3 démontrent que c’est l’AF-l situé dans le

domaine N-terminal de NGFI-B et Nuni qui médie l’effet activateur de PKA et des

coactivateurs SRCs. L’implication de l’AF-l dans le recrutement des coactivateurs par

NGFI-B et NOR-1 a d’ailleurs été confirmée par d’autres groupes (498,499). Ces

résultats sont surprenants et démarquent nettement les facteurs Nur des autres NRs, chez

qui le recrutement des coactivateurs se fait principalement par l’AF-2. L’explication

moléculaire de ces observations est venue récemment, sous la forme d’études

cristallographiques qui montrent que le LDB de la famille Nur est occupé par des chaînes

latérales encombrantes d’acides aminés aromatiques qui rendent la poche de liaison

inaccessible à un ligand. De plus, le LBD n’a pas de poche d’interaction classique avec

les coactivateurs, ce qui explique pourquoi les coactivateurs semblent se lier

principalement à l’Af-l. Ces résultats appuient l’argument que les facteurs Nur sont de

‘vrais orphelins’ chez qui les modifications post-traductionnelles, principalement sur

l’AF-l, servent à moduler leur activité transcriptionnelle, contrairement à la liaison du

ligand chez la plupart des autres NRs. L’existence d’homologues de NGFI-B dans

beaucoup d’organismes primitifs est en accord avec cette hypothèse puisque le mode

d’action par le ligand n’est retrouvé que chez les chordés et qu’il a été proposé que

l’ancêtre des NRs était un orphelin (25). Mentionnons qu’il est envisageable que la
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phosphorylation de l’AF-l stabilise l’AF-2 (qui peut adopter une conformation active

selon les études structurales) et ainsi favoriser le recrutement d’autres coactivateurs ou

même de SRC-2. Des cas de coopérativité entre AF-l et AF-2 pour le recrutement de

SRC-2 ont été rapportés dans la littérature pour ERŒ et RARa1 (34,52). Notons aussi que

l’activité de chaque domaine peut dépendre du contexte cellulaire. Par exemple, l’activité

de Nurri semble dépendre de 1’AF-2 dans les cellules 293, mais non dans les Jag3 (73).

Quoiqu’il en soit, l’ensemble de ces études souligne l’importance de l’AF-l chez les

membres de la famille Nur.

5.4 Sur les mécanismes de la régulation transcriptionnelle de POMC par Tpit

Les résultats présentés au chapitre 4 définissent un nouveau rôle potir le facteur à

boîte T Tpit; celui de médiateur des effets transcriptionnels du CRI-I sur le promoteur

POMC. De pltis, en démontrant que Tpit est une cible pour la voie de l’AMPc/PKA et

qti’il active la transcription en recrutant les coactivateurs de la famille SRC/p160, ces

résultats aideront à comprendre un peu pius les mécanismes par lesquels ces facteurs

régulent la transcription. En effet, malgré leur grande importance en tant que régulateurs

du développement, très peu d’études se sont penchées sur les mécanismes d’action des

facteurs T et il s’agit de la première étude démontrant qu’un facteur à boîte T est ciblé par

une voie de signalisation intracellulaire et un seul autre coactivateur de cette famille avait

été identifié.

Beaucoup de questions restent à être adressées afin de raffiner notre

compréhension du rôle de Tpit dans la réponse au CRH, d’autant plus qu’en étant un

facteur récemment identifié, la caractérisation biochimique de Tpit n’en est qu’à ses

débuts. Ainsi, il sera important de déterminer si Tpit est lui-même la cible de

modifications post-traductionnelles, et en particulier d’établir si Tpit est une

phosphoprotéine. Ceci pourrait expliquer le rehaussement de son activité

transcriptionnelle par PKA (figure 4.2) ainsi que l’observation que la voie MAPK est

requise pour l’activation du Tpit/Pitx-RE.(figure 4.3). Une analyse rapide par

bioinfonnatique révèle certains sites consensus de phosphorylation dans la protéine,

notamment un site MAPK dans la boîte T, mais pas dans le N-terminal défini comme

médiant l’interaction avec SRC-2 (figure 4.4). Ceci nous indique que le domaine N-



176

terminal de Tpit n’est probablement pas ciblé par les kinases, ou alors que la

phosphorylation se fait via un site atypique. Il est fort possible par contre que l’action de

PKA et/ou des MAPKs soit indirecte et cible plutôt le coactivateur. Diverses expériences

devront être entreprises pour éclaircir ce point (voir section 5.5).

Outre la nature des modifications post-traductionnelles de Tpit et des enzymes

impliquées, il sera nécessaire de déterminer les mécanismes précis par lesquels PKA et

SRC-2 rehaussent l’activité transcriptionnelle de Tpit. Une hypothèse attrayante est que

PKA et/ou SRC-2 augmentent l’affinité de Tpit pour son élément de réponse. En effet,

malgré son importance évidente pour transcription de POMC, la liaison de Tpit au

Tpit/Pitx-RE est relativement faible lorsque évaluée dans des expériences de retard sur

gel. Ainsi, l’interaction avec d’autres facteurs associés, tel NGFI-B et SRC-2 pourrait

augmenter son affinité intrinsèque à l’ADN, ce qui est un mécanisme utilisé par de

nombreux autres facteurs de transcription qui ont besoin d’interagir avec d’autres

protéines pour se lier à l’ADN (310). Toutefois, les résultats d’expériences de retard sur

gel (figure 4.4) ainsi que d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) (résultats non-

publiés) suggèrent que la voie de l’AMPc/PKA induite par le CR11 n’affecte pas l’affinité

de Tpit pour l’ADN. D’autres expériences ont également écarté la possibilité que PKA

affecte la stabilité de Tpit ou que cette kinase favorise l’interaction entre Tpit et Pitxl.

L’ensemble de ces observations suggère donc que PKA favorise l’interaction entre Tpit et

SRC-2, ce qui reste toutefois à être démontré par diverses techniques, préférentiellement

in vitro et in vivo.

Il sera très intéressant dans l’avenir de déterminer si les mécanismes utilisés par

Tpit s’appliquent également aux autres facteurs à boîte T. Déjà, j’ai pu montrer que

l’activité transcriptionnelle de Brachyury est fortement rehaussée par PKA, tandis que

celle de Tbxl n’est pas affectée (figure 4.2). Il est donc probable que SRC-2 soit

également un coactivateur spécifique de Brachyury. Il serait intéressant d’étendre ce

mécanisme à d’autres facteurs à boîte T et d’essayer de définir un nouveau motif

d’interaction avec les SRCs. L’identification d’autres coactivateurs de Tpit ou des

facteurs à boîte T en général pourrait s’avérer très informative, tandis que l’identification

de corépresseurs pourrait expliquer l’action répressive de Tbx2 et de Tbx3 sur de

nombreux promoteurs, ainsi que l’effet inhibiteur de Tpit sur la différenciation des
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gonadotropes (68,290,392). Dans le cas de Tpit, la répression pourrait même impliquer le

recnttement de SRC-2 en tant que corépresseur sur des promoteurs spécifiques. Quoiqu’il

en soit, il sera capital de tester in vivo la pertinence fonctionnelle de la phosphorylation

de Tpit et du recrutement de coactivatetirs. Ceci impliquera d’abord l’identification

précise des acides aminés impliqués dans l’interaction avec SRC-2 oti ceux sujets à

phosphorylation afin de construire des mutants de Tpit ayant perdu ces propriétés.

Ensuite, on pourra envisager la création d’une souris transgénique où l’expression sera

dirigée dans l’infundibulum, pour voir si un mutant paiÏiculier est toujours capable

d’induire l’expression de POMC ou de réprimer les marqueurs gonadotropiques.

L’analyse de l’effet de ces mutations dans les corticotropes nécessitera toutefois la

création de souris knock-in, qui servira à déterminer si ces mutants sont toujours

compétents à induire la différentiation des cellules POMC-positives et si oui, à

déterminer si les corticotropes différenciés répondent normalement à la stimulation par le

CRH. Quant au rôle général de Tpit dans régulation de POMC par l’axe HPA chez

l’adulte, les souris Tpit’ ne peuvent nous renseigner puisqu’elles ne possèdent plus ou

peu de corticotropes. La génération d’un mutant conditionnel, où l’ablation génique se

produirait après la différenciation terminale des corticotropes, pourrait circonvenir à ce

problème.

Finalement, mentionnons que la synergie entre NGFI-B et Tpit, combinée à celle

entre NeuroDi et Tpit/Pitxl explique la nécessité de l’élément CE pour que le DE soit

actif. Il sera intéressant de caractériser plus en profondeur les interactions fonctionnelles

entre ces deux représentants de familles importantes de facteurs de transcription. Il sera

aussi informatif de regarder le rôle potentiel du Tpit/Pitx-RE dans la répression par le Gc.

Ainsi, si l’activation par le CRH n’est pas renversée par les Gc, il sera alors probable que

GR vise des mécanismes qui ne sont pas communs entre NGFI-B et Ipit pour réprimer

l’activation du promoteur POMC par NGFI-B.

5.5 Sur la réponse du gène POMC au CRU et la recherche de l’Élément

Au cours de mes études de doctorat, j’ai contribué à la compréhension des

mécanismes régulant la réponse du gène POMC à la stimulation par le CRH en

caractérisant dccix nouveaux éléments qui n’avaient pas été précédemment impliqués; le
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NurRE et le Tpit/Pitx-RE. Or, le point en commun entre les mécanismes d’activation

transcriptioirnelle de NGFI-B et Tpit est l’implication du même coactivateur SRC-2 ainsi

que la même voie de signalisation en aval de PKA, soit la voie MAPK. Bien que la

présence de cofacteurs communs était prévisible, l’implication de la voie MAPK en aval

de l’AI\4Pc en réponse au CRH était plus inattendue, puisque l’AMPc et le calcium

avaient longtemps été les deux seules voies étudiées. Toutefois, des précédents de

communication entre les voies PKA et MAPK avait été rapportés dans l’hypophyse.

Aussi, il avait été montré que dans les cellules CHO transfectées avec les récepteurs

CRH-R1 et CRH-R2a, le CRH active les voies de signalisation de l’AMPc, du calcium et

des MAPKs Erkl/2 (411). De plus, le CRH induit la différenciation de certains neurones

catécholaminergiques en induisant les voies de l’AMPc et des MAPKs Erkl/2 (92).

L’ensemble de mes études a donc mené à élaborer un modèle, présenté à la figure

4.6, où le CRH induit la synthèse d’AMPc, ce qui active séquentiellement les kinases

PKA et ultimernent Erkl/2, qui elles induisent la formation d’un complexe

transcriptionnel incluant notamment NGFI-B, Tpit et SRC-2, et potentiellement d’ autres

coactivateurs et facteurs liant l’ADN impliqués dans la transcription de POMC. Dans

l’avenir, il sera essentiel de déterminer la mécanique de l’assemblage du complexe

transcriptionnel sur le promoteur. Par exemple, il faudra déterminer si NGFI-B et Tpit

interagissent avec la même molécule de SRC-2 oti si des dimères (ou multimères) de

facteurs SRCs sont recrutés au promoteur de POMC. De plus, il sera important de

démontrer que les diverses interactions protéiques décrites aux chapitres 2, 3 et 4 se

produisent dans la cellule corticotrope. Outre les expériences classiques de co

inimunoprécipitation, ces interactions pourraient être élégamment démontrées en utilisant

la technique de FRET oti BRET (Fluorescense/Bioluminescense Resonance Energy

Transfert), une nouvelle technique permettant d’étudier les interactions protéines

protéines de manière dynamique. Ceci pourrait être fait dans les cellules AtT-20, en

présence ou absence de stimulation par le CRH, ce qui nous indiquerait si ces interactions

potentielles sont constitutives ou inductibles.

Un autre point essentiel sera de comprendre comment les signaux élicités par le

CRH sont intégrés par le complexe transcriptionnel. Par exemple, des expériences de

ChIP en présence ou absence d’inhibiteurs de PKA ou MAPK pourront déterminer si ces
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voies sont essentielles au recrutement de NGfI-B, Tpit et SRC-2 au promoteur. Il faudra

aussi détenniner lequel de ces facteurs est une cible directe de phosphorylation par la

PKA et les MAPK. Cette question pomTait être adressée en utilisant des mutants non

phosphorylables de SRC-2, de Tpit et de NGFI-B dans des expériences de transfections.

Étant donné que les mêmes signaux induits par le CRH convergent sur plusieurs facteurs

pour en stimuler l’activité transcriptioirnelle, il est probable que les mécanismes de

transduction du signal ciblent un cointégrateur commun plutôt que plusieurs facteurs

individuellement. Un tel mécanisme a souvent été démontré et il est connu que l’activité

des facteurs SRCs est modulée par la voie MAPK (voir section 1.3.3.3). Toutefois, la

phosphorylation des facteurs SRCs n’est pas toujours nécessaire. Ainsi, un mutant de

SRC-Ï où les 7 sites de phosphorylation ont été détruits est toujours capable de stimuler

l’activité de ERa induite par l’AMPc, tandis qu’il ne peut pltts coactiver celle de PR (97).

Il est aussi concevable que la phosphorylation cible une autre protéine du complexe,

comme CBP/p300, et dans ce cas l’utilisation de mutants non-phosphorylables de NGFI

B, Tpit ou SRC-2 ne montrerait aucun effet transcriptionnel.

5.6 Sur la quête de l’Élément de réponse

Au cours des années, divers groupes ont entrepris d’identifier l’élément de

réponse au CRH sur le promoteur de POMC et pourtant chacun ont proposé une région

différente du promoteur (voir section 1.4.3.2). Diverses raisons pourraient expliquer ces

divergences. Ainsi, l’état des cellules modèles utilisées, de même que le clone particulier

de cellules AtT-20 pourrait influencer la sensibilité des diverses régions du promoteur.

De plus, les conditions de culture et de sérum pourraient influer, notamment si les

cellules sont maintenues en bas pourcentage de sérum, puisque l’addition de CRH induit

dans ces cas plus fortement les gènes de réponse immédiates, dont les facteurs Nur et AP

1 qui ont été impliqué dans la réponse du promoteur de POMC. Pani les divergences

notable, il faut remarquer que tandis que notre équipe a identifié le NurRE comme cible

des facteurs Nur sur le promoteur (379), une autre équipe en utilisant une approche

similaire a plutôt identifié le NBRE dans l’élément proximal du promoteur POMC (335).

Une explication possible est que tandis que nous avons principalement utilisé NGFI-B

dans nos essais de transactivation, cette équipe s’est surtout concentrée sur les effets de
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NurTl sui le promoteur. Il serait donc possible que NGfI-B agisse préférentiellement sur

le NurRE, tandis que NuIT1 (qui a moins d’affinité pour le NurRE) agisse principalement

via le NBRE.

L’ensemble de mes observations, de même que les études précédentes de la

réponse au CRH, démontrent clairement que le promoteur de POMC est complexe et

qu’une multitude d’éléments semblent contribuer à la réponse au CRH, sans qu’aucun ne

soit indispensable. En effet, la délétion ou la mutation du NurRE, du Tpit/Pitx-RE, du

NBRE et même du site AP-l n’affectent pas ou peu l’activation hormonale du promoteur,

suggérant que la liaison à l’ADN de NGFI-B, Tpit de même que les facteurs AP-Ï et

CREB ne sont pas indispensable à la réponse du promoteur POMC au CRH. Une

approche différente à envisager serait d’effectuer ces études de réponse du promoteur

dans des cellules où l’expression des divers facteurs impliqués serait bloquée avec

l’utilisation de siRNA. L’avantage de cette technique est qcte plus d’un siRNA peut être

transfecté en même temps, ce qui permet d’inactiver plusieurs facteurs à la fois. Dans le

cas des facteurs Nur, des combinaisons de facteurs pourrait être inactivées, ce qui

permettrait de tester la pertinence de la formation d’hétérodimères Nur dans la réponse au

CRH. Cette technique permettrait aussi d’éliminer les effets transcriptionnels qui

n’impliquent pas la liaison à l’ADN.

Quoiqu’il en soit, l’ensemble de ces observations argumente en faveur du

recrutement d’un grand complexe, comportant plusieurs points d’encrage sur le

promoteur, et qui intègre les signaux élicités par le CRH pour induire l’expression de

POMC. Étant domé le rôle essentiel de POMC et de l’ACTH dans la réponse au stress

pour l’homéostasie, ce mécanisme multidimensionnel pourrait prévenir le risque qu’une

mtLtation à un facteur unique ne vienne court-circuité tout l’axe HPA. De plus, il est très

possible que différents facteurs soient important à différents stades du développement ou

de la vie adulte. Ainsi, des facteurs comme les membres de la famille Nur, Tpit, PCRH

REB, et CREB, de même que les divers coactivatetirs, sont probablement exprimés

différentiellement dans le temps et un facteur pourrait prendre le relais quand un autre

s’éteint. C’est d’ailleurs le cas pour les facteurs composant le complexe AP-1, puisque le

traitement au CRH induit une liaison d’un complexe qui contient majoritairement c-fos
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durant les premières heures, tandis que si le traitement est maintenue, c’est plutôt JunB

qui est présent à plus long terme (24).

Ceci met en lumière une des limitations de l’étude de la réponse au CRI-I dans les

cellules AtT-20, la lignée utilisée dans la plupart des études. Les AtT-20 sont une lignée

tumorale, donc fixée dans le temps, et dont le profil d’expression génétique ne peut

certainement pas refléter à la fois celui d’un corticotrope au jour e15 et d’un corticotrope

adulte. Il serait donc important de mener ce genre d’études in vivo, dans des lignées

transgéniques par exemple dans un rapporteur dirigé par le promoteur de POMC

comportant diverses mutations. Il serait aussi envisageable d’étudier la réponse du

promoteur au CRH dans des corticotropes en culture de souris ayant subi l’ablation

génique des différents facteurs impliqués.

5.7 Conclusions et perspectives générales

Tel que mentionné au cours de ce chapitre, beaucoup de travail attend mes

successeurs afin de raffiner notre compréhension des mécanismes moléculaires impliqués

dans la réponse du gène POMC à la stimulation par le CRH. De plus, de nombreuses

questions restent ouvertes quant aux mécanismes d’actions des divers acteurs impliqués,

particulièrement pour les facteurs Nur et pour Tpit. Par exemple, il serait intéressant

d’étudier l’implication de la voie de dégradation par le protéosome 26S après l’activation

des facteurs Nur. En effet, beaucoup de NRs sont ainsi dégradés suite à la liaison du

ligand et ceci est nécessaire pour observer leur activité transcriptioimelle. Or, si la

phosphorylation de l’AF-l de NGFI-B est bien l’équivalent de la liaison du ligand chez

les autres NRs, il est possible que le protéosome soit aussi impliqué dans les étapes

subséquentes à l’engagement de la machinerie transcriptionnelle sur le promoteur et qui

mènent à la dégradation du récepteur activé. De plus, il sera très intéressant de regarder

chez des doubles mutants des membres de la famille Nur afin d’étudier le rôle in vivo de

ces facteurs dans l’axe HPA en limitant la possibilité de redondance fonctionnelle entre

les membres.

En ce qui concerne la réponse au CRI-I, il faudra évaluer le rôle d’autres cibles

possibles de la voie CRH/PKAIMAPK. NeuroDi est un bon candidat à cet effet, puisqu’il

est connu qtie la phosphorylation régule sa localisation subcellulaire dans cellules Beta du
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pancréas. Ainsi, tandis qu’il est normalement cytoplasmique, il est transloqué vers le

noyau en réponse au glucose par un mécanisme impliquant les MAPK (376). De plus,

l’activité transcriptioirnelle de l’hétérodimère NeuroDÏ/Panl est fortement activé par

PKA sur un rapporteur contenant la boîte E du domaine distal du promoteur de POMC

(résultat non-publié).

Il sera intéressant de regarder le rôle du calcium dans la transcription de POMC,

notamment son implication dans l’activité des facteurs Nur. Il a récemment été montré

qu’un traitement à la nifédipine, l’inhibiteur des canaux calciques de type L, abroge

l’activation transcriptionnelle médié par le promoteur POMC et par NurRE en réponse au

CRH (242). Ce résultat confirme ma propre observation de ce phénomène (résultat

malheureusement non-publié). Les auteurs de cette étude évoquent une régulation des

niveaux de facteurs Nur par la CamKII en réponse au CRH pour expliquer ce phénomène.

Ils se basent sur l’observation que le traitement au KN-62, un inhibiteur de la CarnKII,

inhibe l’induction de l’ARNrn des facteurs Nur, ce qui est également observé avec la

nifédipine. Toutefois, ceci n’a pas été vérifié au niveau des protéines. Il est donc tout à

fait possible, comme c’est le cas pour le CRH, que la CAMKII régule directement

l’activité transcriptioimelle des facteurs Nur. Ceci est d’autant plus vraisemblable étant

donné l’observation qu’une autre CarnK, soit CarnKIV, semble moduler le rehaussement

de l’activité de NGfI-B par le coactivateur ASC-2 (445). Donc, il est plausible que le

CRH induise le recrutement de ASC-2 par NGFI-B suite à l’activation de la CamKII par

le calcium, pour ainsi formé un complexe coactivateur contenant CBP/p300, les facteurs

SRCs de même que ASC-2. Il est également intéressant de noter que dans cette étude,

comme dans mes résultats préliminaires, le KN62 ne renverse pas complètement

l’activation par le CRH oti la forskoline, contrairement à l’effet observé par la nifédipine

(242). Ceci suggère donc qu’une partie des effets du calcium passent par d’autres voies

de signalisation. Il est tentant de proposer que ces effets passent par l’activation de

phosphatases sensibles au calcium, tel la calcineurine, qui pourrait être responsable de la

déphosphorylation de la Sér316 de NGFI-B. Cette hypothèse est appuyée par mon

observation que la CsA bloque l’activation de la transcription médiée par le NurRE

(résultat non-publié). De plus, le calcium active calcineurine via la calmoduline, qui

active aussi la CamKII et que l’on sait activée dans réponse au CRH. Or, les voies
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calmoduline-dépendante CamK et calcineurine coopèrent souvent in vivo, dans les

cellules T pal- exemple, ainsi que pour induire l’hypertrophie cardiaque (369).

Finalement, il serait atissi très intéressant d’étudier les interactions fonctiormelles

possibles entre les facteurs Nur et/ou Tpit et les autres facteurs proposés comme

médiateurs de la réponse au CRH. Mes résultats préliminaires semblent indiquer que Nur

et CREB n’influencent pas leurs activités transcriptiome1les respectives (résultats non-

publiés). Il serait maintenant intéressant de regarder si tel est le cas avec Tpit. La relation

entre Tpit/Nur et les facteurs AP-1 serait également très intéressante, surtout que NGFI-B

et facteurs AP-1 comptent parmi les factetirs de réponse immédiate les plus importants et

qu’ils sont induit en paraLlèle dans d’innombrables systèmes. Aussi, il faudra prêter un

attention particulièrement à la relation avec PCRH-REB/RFC 140. En effet, PCRH

REB/RFC 140 contient un motif LXCXE qui médie son interaction avec Rb. Cette

interaction est fonctionnellement très importante puisqu’il a été démontré que PCRH—

REB/RFC14O favorise la survie cellulaire après dommage à l’ADN apr un mécanisme

qui dépendant de son interaction avec Rb (373). Or, notre laboratoire a récemment

démontré que Rb est un régulateur important de l’expression de POMC et qu’il est

recruté au promoteur en réponse au CRH (29). De plus, Rb rehausse l’effet coactivateur

de SRC-2 sur la transcription dépendante de NGfI-B et il semblerait que Rb fasse partie

du complexe coactivateur recruté par NGFI-B car les protéines interagissent

physiquement entre elles et avec SRC-2. Il sera donc intéressant de regarder si PCRH

REB/RFC14O aide au recrutement de complexe via son interaction avec Rb. De plus, il

faudra regarder le rôle potentiel de Tpit dans la formation de ce complexe et tester si

outre son interaction fonctionnelle avec NGfI-B et SRC-2, Tpit interagit avec Rb de

même qu’avec PCRH-REB/RFC14O.
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