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Répression transcriptionnelle :
glucocorticoides
et pro-opiomélanocortine

Les glucocorticoides peuvent activer ou inhiber la trans-
cription de nombreux génes. Les mécanismes de I’acti-
vation commencent a étre bien connus ; ils comportent
la fixation sur I’élément de réponse, une séquence palin-
dromique d’ADN, d’un dimére du complexe entre I’hor-
mone et le récepteur. En revanche, les mécanismes des
actions négatives des glucocorticoides sont plus mal con-
nus et sont d’ailleurs divers. La régulation négative de
la transcription du geéne de la pro-opiomélanocortine
(POMC, précurseur de ’ACTH) met en jeu un élément
de réponse négatif dont la particularité semble étre de
fixer un trimeére de récepteur, deux molécules étant
fixées sur une face de ’ADN et une troisiéme sur ’autre
face. Cette configuration particuliére pourrait interférer
avec le processus d’activation normal du complexe d’ini-
tiation de la transcription par des activateurs situés plus
a distance.

es hormones constituent expriment les récepteurs hormonaux

avec le systeme nerveux les

médiateurs de 1’échange

d’information entre les tis-

sus des organismes supé-
rieurs. Elles influencent ainsi la majo-
rité des processus physiologiques et
leurs actions s’exercent a plusieurs
niveaux sur la cellule cible. Au cours
du développement, les hormones sont
des signaux importants d’induction
de la différenciation cellulaire. Plu-
sieurs de ces actions résultent de la
régulation de la transcription de
génes cibles dans les cellules qui

appropriés. Les récepteurs des hor-
mones stéroides sont a la fois sites de
liaison du ligand hormonal et facteurs
de transcription. Il a donc été beau-
coup plus facile de passer de I’action
des hormones au contréle de la trans-
cription dans ces systemes qu’il ne I’a
été pour les hormones qui agissent
par l'intermédiaire d’un récepteur
membranaire et d’une cascade de
signaux intracellulaires. C’est ainsi
que le récepteur des glucocorticoides
(RG) fat le premier facteur de trans-

cription de mammifere cloné [1] et emm——
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que plusieurs concepts généraux du
contrdle de la transcription sont dus
a ’étude de ce facteur de transcrip-
tion. Les progrés ont été d’autant
plus spectaculaires et rapides que les
récepteurs des hormones stéroides
font partie d’une trés grande famille
de facteurs de transcription, les récep-
teurs nucléaires, dont I’activité est
contrélée par des ligands qui incluent
non seulement les hormones stéroides
mais aussi les hormones thyroidien-
nes, la vitamine D et des morphoge-
nes comme I’acide rétinoique. Les
récepteurs nucléaires, que ce soit ceux
des hormones stéroides ou les autres,
répriment probablement autant de
geénes cibles qu’ils n’en stimulent.
Toutefois, peu d’études ont porté sur
le mécanisme de la répression trans-
criptionnelle due aux récepteurs
nucléaires, et par conséquent ces
mécanismes demeurent encore mal
définis [2]. Les mécanismes proposés
pour expliquer I’action transcription-
nelle négative des récepteurs nucléai-
res seront discutés dans cet article.
Une attention particuliére sera portée
au mécanisme de la répression trans-
criptionnelle du géne de la pro-

opiomélanocortine (POMC) par les
glucocorticoides et leurs récepteurs.

Activation
transcriptionnelle
par les récepteurs
nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont des fac-
teurs de transcription dont I’activité
transcriptionnelle est conditionnelle a
la liaison du ligand [3, 4]. Ainsi, le
récepteur des glucocorticoides (RG),
mais aussi celui des cestrogénes (RE),
de la progestérone (RP), des andro-
genes (RA), des minéralocorticoides
(RM) et plusieurs autres dont le
ligand n’est pas connu, sont consti-
tués de domaines modulaires et inter-
changeables pour la liaison du ligand,
pour la liaison a2 ’ADN et pour la
transactivation. Dans certains cas,
comme pour le RG, ces récepteurs
sont présents dans le cytoplasme en
I’absence d’hormone et le premier
effet de ’hormone est de provoquer
la dissociation du récepteur de son
complexe cytoplasmique qui contient
quelques protéines dont celle du choc
thermique hsp90 (5] (figure 1). Apres

Cytoplasme

Noyau

Figure 1. Activation transcriptionnelle induite par le récepteur des glu-
cocorticoides (RG) et par son ligand hormonal, les glucocorticoides (H).
En absence de I’hormone, le récepteur se trouve principalement dans le cyto-
plasme sous forme d’un complexe avec la protéine du choc thermique hsp90.
La liaison de I’"hormone induit la dissociation de ce complexe, la dimérisation
du récepteur et sa translocation au noyau ou il peut agir sur ses cibles géni-
ques, les éléments de réponse aux glucocorticoides (ERG).
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son activation, le RG migre vers le
noyau et forme des homodimeéres.
Ceux-ci lient avec une haute affinité
les éléments de réponse aux glucocor-
ticoides (ERG) présents dans les pro-
moteurs des genes cibles des gluco-
corticoides [3, 6]. Ces ERG sont
constitués d’une séquence d’ADN de
15 paires de base qui est trés conser-
vée dans différents geénes cibles ainsi
que dans différentes especes [3]. Ils
suffisent pour conférer la réponse hor-
monale et leur cffet peut se manifes-
ter indépendamment de leur position
ou leur orientation dans le promo-
teur. Leur séquence est constituée de
deux hexanucléotides inversés et sépa-
rés par trois paires de base. Des sa
liaison a I’ADN, le RG active trés
rapidement la transcription et cctte
action est relayée par différents
domaines de transactivation présents
dans le récepteur [7]. Il semble que
plusieurs récepteurs contiennent plus
d’un domaine de transactivation et
que selon le type cellulaire et le con-
texte du promotcur auquel s’associc
le récepteur, 'un et/ou I'autre de ces
domaines de transactivation participe
a [Dactivation transcriptionnclle [8].
En résumé, ’activation de la trans-
cription par les récepteurs nucléaires
est relativement simple, bien qu’il y
ait des différences d’un récepteur a
’autre, et ’on pourrait tout simple-
ment conclure que ceux-ci sont des
facteurs transcriptionnels comme
d’autres, avec la particularité d’une
activité dépendante de la liaison avec
le ligand.

Répression
transcriptionnelle
par les récepteurs
nucléaires

Bien qu’il soit connu depuis fort
longtemps que les stéroides agissent
sur leur tissu cible en réprimant pres-
que autant de genes qu’ils en stimu-
lent, nous comprenons encore mal le
ou les mécanismes par lesquels leurs
récepteurs répriment la transcription.
En effet, il est encore difficile d’iden-
tifier un mécanisme général par
lequel la répression transcriptionnelle
s’exercerait et il semblerait plutét que
différents mécanismes soient respon-
sables de la répression de différents
geénes cibles. Ainsi, il n’est pas pos-
sible de dégager une séquence con-
m/s n° 5 vol. 9, mai 93
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Figure 2. Le récepteur des hormones thyroidiennes (RT) semble différer
des autres récepteurs comme le RG par son activité transcriptionnelle
méme en I'absence de son ligand. Lorsque le récepteur est lié 4 un élé-
ment positif (A), le RT réprimerait la transcription de base en absence du ligand
et la présence de I’hormone léverait cette inhibition. Inversement, lorsqu’il est
lié a un élément négatif (B), ce récepteur activerait la transcription de base

KB

ou

et cette activité serait inhibée par la liaison du ligand hormonal.

sensus d’ADN qui représenterait un
ERG négatif (ERGn) et il en est de
méme pour les génes qui sont répri-
més par d’autres récepteurs nucléai-
res. Il semble méme que dans cer-
tains cas, la répression induite par un
récepteur nucléaire ne requiert pas
une interaction directe de ce dernier
avec ’ADN et de fait, ce serait plu-
tot par des interactions entre protéi-
nes que le récepteur inhiberait la
transcription [9]. Afin de refléter la
diversité des mécanismes de la répres-
sion transcriptionnelle, quelques
exemples impliquant des récepteurs
nucléaires seront brievement discutés.

1. Le cas du récepteur des hormo-
nes thyroidiennes

Les récepteurs des hormones thyroi-
diennes (RT) semblent étre différents
des autres récepteurs, tels RG, RP,
RM et RE parce qu’ils sont actifs au
niveau de la transcription méme en
I'absence du ligand (figure 2). Dans ce
cas, la liaison avec le ligand semble
renverser l'effet transcriptionnel du
récepteur. Ainsi, en ce qui concerne
les geénes dont la transcription est sti-
mulée par les hormones thyroidiennes

(figure 24), le récepteur réprime la
transcription constitutive en I’absence
du ligand ct le ligand renverse cet
effet [10, 11] ; inversement, les génes
dont la transcription est répriméc par
I’hormone thyroidienne (figure 2B)
comme le géne encodant la sous-unité
B de I’hormone thyréotrope (TSH),
sont activés de fagon constitutive par
le récepteur et ’action de I’hormone
consiste a supprimer cet effet [12,
13]. 1l apparait donc que le méca-
nisme de l’action transcriptionnelle
du récepteur de I’hormone thyroi-
dienne (et peut-étre aussi certains
autres récepteurs qui peuvent former
des hétérodimeres avec celui-ci,
comme le récepteur de I’acide rétinoi-
que, RAR, et le récepteur de I’acide
9-cis rétinoique, RXR) soit différent
de celui des récepteurs qui semblent
toujours agir sous forme d’homodi-
mere tel que le RG, le RE et le RP.

2. Répression dépendant d’une liai-
son récepteur-ADN

Sites de liaison inertes. Puisque les
récepteurs nucléaires sont de puis-
sants activateurs de la transcription

lorqu’ils agissent sur les « éléments de m—
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réponse hormonale » (ERH), ’action
de ces mémes récepteurs comme
répresseurs transcriptionnels exige,
dans la plupart des cas, que leur
fonction de transactivation soit silen-
cieuse dans le contexte des geénes
réprimés. Ceci pourrait étre accom-
pli par I'interaction du récepteur avec
une séquence d’ADN qui lie ce der-
nier efficacement mais qui, a I’opposé
des ERH, ne permet pas des chan-
gements de conformation nécessaires
a la fonction de transactivation. Un
tel « site de liaison inerte » représen-
terait a proprement parler un ERH
négatif puisqu’il aurait la seule pro-
priété de conférer une régulation
négative. L’ERGn identifi¢ dans le
promoteur proximal du géne de la
POMC semble étre un exemple d’un
tel site inerte (décrit plus bas).
D’autres ERH, comme 1’élément de
réponse aux cestrogeénes (ERE), pour-
raient se comporter comme un élé-
ment positif pour un récepteur (RE,
dans ce cas) et comme un élément
inerte pour un autre récepteur (le
RT, dans ce cas) [14].
Compétition. La compétition entre
deux facteurs pour la liaison de
séquences d’ADN qui se chevauchent
est le mécanisme classique de la
répression (figure 3). C’est le méca-
nisme de répression utilisé par plu-
sieurs genes bactériens comme 1’opé-
ron lactose décrit il y a bien long-
temps par Monod et ses collabora-
teurs. On a proposé ce modele pour
expliquer la répression par plusieurs
récepteurs nucléaires mais les travaux
les plus récents suggerent que, dans
la plupart des cas, ce mécanisme ne
soit pas le bon.

Interférence. La répression par inter-
férence résulte de la liaison du répres-
seur a un site sur 'ADN qui ne lie
aucune autre protéine (figure 3). A
I’opposé d’un élément silencer, la liai-
son du répresseur n’est pas suffisante
pour relayer la répression. Le con-
texte du promoteur est essentiel au
mécanisme par lequel le répresseur
inhibe la transcription. Par exemple,
la liaison du répresseur pourrait
empécher des interactions entre des
activateurs liés en amont du site de
liaison du répresseur et la machine-
rie de base de transcription. Co-
occupation (quenching). Un autre
mécanisme de répression résulte de la
liaison d’un activateur et d’un répres-

seur a des sites contigus. L’interac-
tion entre les deux protéines liées a
I’ADN produit une atténuation de la
fonction transactivatrice de I’activa-
teur (figure 3). Ce mécanisme semble
responsable de la répression produite
par la protéine a2 de la levure sur
des geénes activés par le facteur de
transcription MCMI [15]. Dans ce
cas, il a été montré que les deux pro-
téines lient de fagon coopérative leurs
sites contigus, et que la protéine a2
empéche la transactivation par
MCM1. Un mécanisme similaire a
été invoqué pour expliquer la répres-
sion du geéne de la proliférine par les
glucocorticoides [16]. Dans ce cas, un
site de faible affinité pour le RG se
trouve juxtaposé a un site APl qui
peut lier les homodimeres du proto-
oncogeéne c-jun ou les hétérodimeéres
constitués de ce méme proto-
oncogene et de ¢-fos. Selon la nature
du complexe AP1 (jun/jun ou jun/fos),
il semblerait que le récepteur des glu-
cocorticoides produise, soit une acti-
vation transcriptionnelle synergique,
soit un effet répresseur. De tels élé-
ments de régulation sont dits
composites.

Répresseur direct ou silencer. Ce
mécanisme de répression est ’opposé
du mécanisme d’activation par 'ERG
positif. En effet, les éléments agissant
par ce mécanisme sont en eux-mémes
suffisants pour conférer une réponse
transcriptionnelle négative quelque
soit leur orientation ou leur position
dans le promoteur (figure 3). Ainsi,
Paction d’un répresseur direct ou
stlencer requiert uniquement la liaison
a ’ADN de cette protéine et son effet
s’exerce directement sur la machine-
rie de transcription. La protéine
régulatrice bactérienne merR réprime
la transcription en se liant 2 ’ADN
de I'opérateur avec une affinité tres
élevée : a cause de contraintes exer-
cées sur la conformation de I’ADN,
cette interaction empéche la forma-
tion de «complexe ouvert » [17].
Lorsque le mercure lie la protéine
merR, 'interaction de cette protéine
avec ’ADN se reliche et merR agit
maintenant comme un activateur de
la transcription. En ce qui concerne
les récepteurs nucléaires, le meilleur
exemple d’un récepteur qui agit
comme un silencer serait le RT en
’absence de son ligand [11]. Il en est
de méme du mutant oncogénique du
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A * Répression dépendant d'une liaison récepteur(R)-ADN

Compétition

Interférence

Co-occupation
(quenching)

Silencer
(répression directe)

B- Répression sans interaction récepteur(R)-ADN

Séquestration
(squelching)

Arrimage
(tethering)

Figure 3. Différents mécanismes par lesquels un répresseur peut inhiber
la transcription. A) Les mécanismes qui dépendent de la liaison a I’ADN du
répresseur sont ceux dits de compétition, d’interférence, de co-occupation ou
de répression directe (silenceur). B) Deux mécanismes ont été récemment pro-
posés pour expliquer la répression transcriptionnelle qui ne dépend pas de la
liaison directe du répresseur a I’ADN, soit les mécanismes de séquestration
et d’arrimage. Ces mécanismes sont illustrés sur un promoteur type ou sont
représentés la machinerie de transcription de base représentée par une ellipse
entourant le site d’initiation de la transcription, le site de liaison d’un facteur
de transcription activateur (Act), et dans les cas appropriés, un site de liaison
du répresseur (R).
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RT, le produit de I’oncogéne viral
verbA, qui n’est pas sensible au ligand
naturel, ’hormone thyroidienne.

3. Répression indépendante d’une
liaison récepteur-ADN

Séquestration (squelching). La
séquestration ou squelching de facteurs
de transcription a d’abord été décrite
comme un artefact des expériences de
transfert de genes dans lesquelles un
activateur était surexprimé [18].
Ainsi, la surexpression d’un activa-
teur produit la répression d’un geéne
cible pour un second activateur ; le
premier activateur ne lie pas la méme
séquence que le second, et de plus,
le domaine de liaison 2 'ADN du
premier activateur n’est pas requis
pour cet effet. Les deux protéines
interagissent entre elles indépendam-
ment de leur liaison 2 I’ADN et la
surexpression de la premiére diminue
la concentration libre de la deuxiéme
par titration, d’ou le terme séquestra-
tion (figure 3). Afin d’étre opération-
nel, ce mécanisme ne requiert que la
surface d’interaction entre les deux
protéines, et il n’est donc pas néces-
saire que le répresseur lie I’ADN
directement. L’interaction entre les
récepteurs nucléaires et les proto-
oncogeénes précoces, jun et fos, qui
relayent les effets de différentes voies
de transduction des signaux intracel-
lulaires, s’effectuerait par ce type de
mécanisme (9, 19].

Arrimage. On a récemment proposé
un autre mécanisme pour expliquer
la répression par les récepteurs
nucléaires en 1’absence d’interactions
directes entre le récepteur et ’ADN.

. La répression par « arrimage » (tethe-
~ ning) résulte de la liaison du récepteur

a un facteur de transcription activa-
teur qui est lui-méme lié a sa
séquence cible sur TADN. Le récep-
teur agit ainsi comme répresseur en
bloquant la fonction de transactiva-
tion de I’activateur (figure 3). On a
proposé ce mécanisme pour expliquer
la répression du gene de la collagé-
nase par les glucocorticoides [20, 21].

La pro-opiomélanocortine
(POMC)

Les glucocorticoides sont synthétisés
dans les surrénales en réponse a
I’hormone corticotrope, I’ACTH,
produite par maturation de la

POMC. L’axe hypothalamo-hypo- s
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physo-surrénalien est auto-réglé par
des effets de rétroaction négative pro-
duits par les glucocorticoides plasma-
tiques au niveau de I’hypothalamus et
de I’hypophyse. Dans I’hypophyse
antérieure, ’effet de rétroaction néga-
tive des glucocorticoides s’exerce a un
double niveau, celui de la sécrétion
de ’ACTH et celui de la transcrip-
tion du gene de la POMC [22]. Ces
deux effets semblent indépendants
puisque I’inhibition de la sécrétion est
aussi rapide que la répression de la
transcription et que ’effet transcrip-
tionnel n’influence la synthése de
I’hormone qu’a plus long terme du
fait de la longue demi-vie de ’ARN
messager de la POMC [23].

Un site de liaison inerte du RG.
Nous avons identifié des sites de liai-
son du RG dans le promoteur du
gene de la POMC de rat. Un de ces
sites localisé a -64 pb dans le promo-
teur semble nécessaire a I’action des
glucocorticoides puisque sa délétion
ou sa mutation abolit la réponse hor-
monale [24]. Bien que ce site ne pré-
sente qu’une homologic limitée avec
I’ERG positif typique, son affinité
pour le RG est cependant similaire.
La séquence de 'ERGn du gene
POMC est comparée au consensus
ERG a la figure 44. Nous avons
récemment montré qu’in witro, le
récepteur des glucocorticoides purifié
a partir du foie de rat ou un frag-
ment de celui-ci produit dans des
bactéries, forme des complexes spéci-
fiques avec ’ERGn : ces complexes
contiennent trois molécules de récep-
teur [25]. La différence de stoechio-
métrie entre les complexes formés
avec I’ERG consensus et ’ERGn de
POMC est tres évidente lorsque des
sondes d’oligonucléotides synthétiques
sont liées a un fragment du RG de
85 acides aminés qui ne contient que
la région des doigts de zinc du récep-
teur : la figure 54 montre bien que la
premiére sonde forme des complexes
monomeériques et surtout dimériques,
alors que ’ERGn forme en plus des
complexes qui contiennent trois molé-
cules de RG. Il semble donc que
c’est une propriété intrinseque de la
séquence d’ADN et du domaine de
liaison 2 '’ADN du RG que de for-
mer des complexes a deux ou trois
sous-unités. De tels complexes n’ont
jamais été décrits auparavant et ils
contrastent avec la forme homodimé-

rique du récepteur qui lie les ERG
positifs [6]. Alors que la liaison des
homodimeéres du RG se fait du méme
c6té de la double hélice telle qu’illus-
trée a la figure 4B, les complexes for-
més avec I’ERGn contiennent un
homodimeére qui interagit avec une
face de la double hélice, comme dans
le cas des ERG positifs, et une troi-
sieme molécule de récepteur qui inte-
ragit avec le sillon majeur accessible
de l'autre coté de la molécule d’ADN
et qui se trouve entre les séquences
d’interaction des deux autres mono-
meres du récepteur. Ainsi ’ERGn est
lié de part et d’autre par ces trois
molécules de RG qui ne constituent
pas a proprement parler un trimere
mais plutdt un homodimeére et un
monomere (figure 4B). Par consé-
quent, 'ERGn de POMC est un site
de haute affinité pour le RG comme
les ERG positifs mais, a la différence
de ceux-ci, il lie trois molécules de
récepteur plutét que deux.
L’ERGn de POMC se comporte
comme un site de liaison inerte. En
effet, bien qu’il lie le RG avec une
affinité élevée, ce site ne suffit pas a
conférer une réponse aux glucocorti-
coides, que ce soit une réponse posi-
tive ou négative [25]. Il semble que
la formation des complexes a trois
molécules de RG empéche ceux-ci
d’exercer la fonction transactivatrice
qui est caractéristique du RG dimé-
rique associé aux ERG positifs. Nos
observations suggérent que la confor-
mation du récepteur au-dela du
domaine de liaison a I’ADN differe
dans les deux types de complexe, et
que cela affecte de fagon détermi-
nante l’activité transcriptionnelle du
récepteur (figure 5B). Nos observations
démontrent aussi que I’ERGn de
POMC ne se comporte pas comme
un répresseur direct ou un silencer.
Un autre mécanisme doit donc étre
envisagé pour expliquer D’action
répressive de ce site sur la transcrip-
tion du geéne de la POMC.
Mécanisme de la répression de
POMC par les glucocorticoides.
L’ERGn de la POMC étant un site
de liaison inerte du RG, il était tout
a fait plausible que la liaison du RG
a ce site puisse réprimer la transcrip-
tion par déplacement d’un facteur
positif qui lierait une séquence
d’ADN chevauchant I’ERGn.

2

D’autant plus que nous avons déja

montré que le facteur de transcription
COUP (« chicken ovalbumin upstream
promoter ») lie cet élément in vitro [23].
Toutefois, les données expérimentales
vont a I’encontre de ce modele puis-
que, d’une part, ’ERGn ne confére
aucune activité transcriptionnelle
constitutive lorsqu’il est inséré a
I'intérieur du promoteur MMTYV ou
en amont des promoteurs de la
thymidine kinase du virus herpes ou
du LTR du virus de Rovs [24] et
que d’autre part, la mutation de
I’ERGn dans le promoteur POMC
n’affecte pas la transcription consti-
tutive du geéne [26]. Si ’on considere
la position de ’'ERGn dans le con-
texte du promoteur POMC et de ses
autres éléments de régulation, il est
assez étonnant de constater que des
500 paires de base requises pour
P’activité promotrice du gene POMC,
la seule région qui ne semble pas
contribuer a I’activité constitutive (ou
de base), soit justement celle qui
entoure I’ERGn. Nous devons par
conséquent envisager d’autres méca-
nismes afin d’expliquer la répression
de la transcription du gene POMC
par les glucocorticoides.

Un mécanisme de répression par co-
occupation est aussi peu probable
pour les mémes raisons que celles
invoquées plus haut pour exclure un
modele de répression par compétition.
Il semble donc que le modele le plus
simple pourrait impliquer un méca-
nisme d’interférence par lequel la liai-
son du RG s’interpose pour entraver
I’activité du promoteur. Ainsi, le RG
pourrait diminuer ’activité transcrip-
tionnelle en se liant dans la région
proximale du promoteur et ainsi per-
turber des interactions entre protéines
liées 2 ’ADN en amont et en aval
de ’ERGn ; par exemple, la présence
d’un complexe a trois molécules de
RG pourrait causer un emcombre-
ment stérique empéchant !’interaction
entre des facteurs liés en amont au
promoteur et la machinerie de base
de la transcription. D’autre part, la
formation de ces mémes complexes
pourrait géner la transcription en
changeant ou en restreignant la con-
formation de ’ADN dans la région
proximale du promoteur. Cela est
d’autant plus envisageable qu’il a
déja été montré que le récepteur des
cestrogenes induit par sa liaison une
courbure de ’ADN [27]. L’hypothese
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d’'un effet sur la conformation de
I’ADN est vraisemblable si I’on con-
sidére en plus la séquence du site de
liaison de la troisieme molécule du
RG dans les complexes ERGn. En
effet, cette séquence représente un
demi-ERE, une séquence qui habi-
tucllement ne lie pas le RG [25].
Etant donné qu’un court polypeptide
de 85 acides aminés peut former un
complexe a trois molécules (figure 5A),
il est plus vraisemblable que la liai-
son coopérative de cette troisieéme
molécule dépende d’un changement
de conformation du substrat ADN
plutét que d’une interaction pro-
téine : protéine entre I’homodimere
RG et la troisitme molécule de RG,
bien que cette derniére possibilité
n’ait pas été completement exclue. Il
sera intéressant de déterminer I’effet
de la liaison du RG sur la conforma-
tion de 'ERG et de 'ERGn. Un
effet de conformation pourrait expli-
quer la difficulté de conférer la
réponse négative aux glucocorticoides
par insertion de '’ERGn parce que
dans ce cas, le contexte du promoteur
pourrait étrc cssenticl a la réponse
transcriptionnelle négative. Cela
pourrait expliquer que nous ayons pu
conférer la réponse transcriptionnelle
par insertion d’un fragment du pro-

Figure 4. Topologie de I'interaction
du RG avec I'ERG positif consen-
sus et 'ERGn du géne de la POMC.
A) Ces séquences sont comparées et
les fléches indiquent la position des
hexanucléotides conservés que I'on
retrouve dans les ERG positifs [3]. B)
Différents modes d’interaction du RG
avec I’ADN. L’interaction des homodi-
méres RG avec I’ERG positif est sem-
blable a celle de I’homodimére liant
I'ERGn de la POMC. Une troisiéme
molécule de RG lie cependant ce site
de Il’'autre coté de Ila double
hélice [25]. C) Représentation tridi-
mensionnelle des sites d’interaction
des trois sous-unités de RG avec
I'ERGN de la POMC. La séquence est
orientée dans le méme sens que dans
la partie supérieure de la figure et les
bases en magenta représentent les
nucléotides conservés dans I'ERGn par
comparaison avec I'’ERG consen-
sus [3]. Les groupes méthyles dont la
présence sur les guanines interfére
avec la liaison du RG sont présentés
en jaune ou en vert, et leur position
indique des sites de contact intime
entre le RG et I’ADN [25].
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Figure 5. A) Liaison in vitro d‘un
fragment de 85 acides aminés du
RG produit dans des bactéries et
contenant le domaine de liaison a
I’ADN (DBD) de ce récepteur. La
formation d’un complexe récepteur :
ADN est révélée par la méthode de
retard sur gel en utilisant des sondes
ERG ou ERGn. Les complexes conte-
nant une, deux ou trois molécules
d’ERG sont libellés DBD1, DBD2 et
DBD3 respectivement [25]. B) La
séquence de I’ADN du site de liaison
du récepteur des glucocorticoides
détermine |’effet transcriptionnel de
cette interaction. Dans le cas de la
liaison d’homodimére du récepteur
(RG) a un élément de réponse aux glu-
cocorticoides (ERG), I'effet transcrip-
tionnel est positif, alors que la liaison
de trois molécules de RG a I'ERGn du
géne de la POMC réprime la transcrip-
tion de ce geéne.
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moteur POMC en amont d’un pro-
moteur viral, mais qu’il n’a pas été
possible de conférer cette réponse
avec des oligonucléotides contenant
IERGn [24]. Quoi qu’il en soit, ces
hypothéses sur le mécanisme de la
répression du géne POMC permet-
tent des prédictions spécifiques quant
a l’effet de mutations du promoteur
sur la réponse hormonale, et I’appro-
che expérimentale apportera bientt
la vérification de I’hypothese de la
répression par interférence.

I Perspective générale

S’il se confirme, ce modele de répres-
sion du gene de la POMC par inter-
férence représentera-t-l un méca-
nisme général de la répression trans-
criptionnelle par les récepteurs
nucléaires ? Les données disponibles
ne suggerent pas que ce soit le cas.
II semblerait plutét qu’'un mécanisme
de séquestration ou d’arrimage entre
récepteurs nucléaires et facteurs d’une
autre famille comme par exemple,
ceux de la famille AP-1, c-un, c-fos
ou méme CREB, soit utilisé dans
plusieurs cas, notamment pour le
geéne de la collagénase [9, 19-21]. Ces
mécanismes ont aussi été invoqués
pour expliquer une répression trans-
criptionnelle dépendante du RT |28,
29], du récepteur RAR [30, 31], et
une interaction avec le récepteur
RE [32, 33]. Il n’est pas encore pos-
sible de dégager une image claire de
la fagon dont les interactions multi-
ples entre différents récepteurs
nucléaires et différents facteurs de la
famille AP-1[8] s’intégrent pour
apporter une réponse transcription-
nelle cohérente aux multiples signaux
extracellulaires (hormonaux ou
autres) qui agissent sur ces voies de
signalisation. De toute évidence, nous
n’avons encore qu’une vision trés
partielle des mécanismes par lesquels
les récepteurs nucléaires répriment la
transcription et de la facon dont ces
effets transcriptionnels intégrent les
signaux multiples relayés par différen-
tes voies de transduction, mais nous
espérons que cet article aura su pré-
senter les problémes dans un cadre
formel qui facilitera aux lecteurs
’approche de ces probléemes B
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Summary

Transcriptional repression :

In contrast to the wealth of infor-
mation on the mechanisms respon-
sible for activation of transcription
by nuclear receptors, little is
known about molecular mecha-
nisms involved in repression of
gene expression by the same
nuclear receptors. Various mecha-
nisms have been proposed and
they are reviewed here, including
those which require direct interac-
tion between nuclear receptor and
DNA and those which do not
require such interaction but rather

result from protein/protein
interactions.
The gene encoding pro-

opiomelanocortin (POMC) provi-
des an interesting model to study
repression of transcription by the
glucocorticoid receptor (GR), as
POMC transcription is specifically
repressed by glucocorticoids in
anterior pituitary corticotroph
cells. We have identified an in wtro
binding site for the GR within the
POMC promoter and it appears
to be required for glucocorticoid
repression. This receptor binding

glucocorticoids and pro-opiomelanocortin

site has only limited homology
with positive glucocorticoid res-
ponse elements (GRE). Detailed in
vitro  analysis of receptor-DNA
interactions revealed that three
molecules of GR bind this site
whereas receptor homodimers were
previously shown to interact with
positive GREs. Mutagenesis expe-
riments have correlated formation
of these complexes with glucocor-
ticoid repression. Current data are
consistent with a model of repres-
sion by interference in which
receptor binding in the proximal
region of the POMC promoter
interferes with the action of other
transcription factors binding ups-
tream and/or downstream of GR.
This interference could be due to
steric hindrance or to an effect on
the local conformation of DNA.
The demonstration of novel
receptor-DNA complexes associa-
ted with glucocorticoid regulation
of POMC suggests new mecha-
nisms through which nuclear
receptors might act to modulate
gene transcription.
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