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IDENTIFICATION ET CARACTERISATION
DE NOUVEAUX CO-REGULATEURS DES RECEPTEURS
DES HORMONES THYROIDIENNES

par

Marie-Belle Poirier
RESUME

Les hormones thyroidiennes (HTs) sont impliquées dans un large éventail
d’événements physiologiques dont le développement neuronal, la croissance et le métabolisme
énergétique. Les effets des HTs sont exercés par 1’action de leurs récepteurs, les TRs, membres
de la superfamille des récepteurs nucléaires (NRs). Les TRs sont des facteurs de transcription
qui régulent le niveau d’expression des genes cibles des HTs. Dépendamment du type de
I’élément de réponse (TRE) localisé dans la région promotrice des geénes ils stimulent ou
inhibent 1’expression des génes codant pour des protéines. L’activité transcriptionnelle des TRs
est contrdlée par plusieurs co-régulateurs et les HTs.

A 1a suite d’un criblage double-hybride chez la levure nous avons identifié plusieurs
nouveaux partenaires des TRs dont; le general receptor for phosphoinositides-1 (GRP1) et Ran
binding protein in microtubule (RanBPM).

~ GRP1 interagit avec le domaine de liaison & I’ADN (DBD) des TRs qui est responsable
de la liaison des TRs. L’interaction entre GRP1 et les TRs n’est pas modifiée par les HTs. De
plus, nous avons démontré que GRP1 était présent dans les complexes formés par les TRs au
niveau des compartiments cytoplasmique et nucléaire. Des essais transcriptionnels, en utilisant
le géne rapporteur de la luciférase, ont montré que la surexpression de GRP1 inhibe 1’activité
transcriptionelle des TRs de 45 a 60% tant au niveau de TREs positifs (TRETK, LYSx2 et
DR+4) que de TREs négatifs (les promoteurs humains de la thyréolibérine (TRH) et la
thyréostimuline-alpha (TSHa)).

‘ Dans le but de comprendre le mécanisme d’action de GRP1, nous avons étudié son
effet sur la formation des complexes homodiméres (TR/TR) et hétérodiméres (TR/RXR) au
niveau de TREs. Ces études ont démontré que GRP1 diminue de 25-35% et 45-50% la liaison a
I’ADN des complexes TR/TR et TR/RXR respectivement et ce, sans influencer la composition
des diméres. De plus, une dose croissante d’oligo double-brins de TRE inhibe 1’interaction
entre GRP1 et les TRs (diminution de 75% par rapport au contrdle). Par la suite, nous avons
démontré que GRP1 n’influence pas la formation des diméres TR/TR ou TR/RXR. GRP1 agit
donc comme un compétiteur de la liaison aux TREs par les TRs via son interaction avec le
DBD. Ce mécanisme d’action n’a jamais été identifié pour d’autres co-répresseurs des NRs.

RanBPM est également un partenaire des TRs dont I’interaction n’est pas modifiée par
le ligand. RanBPM posséde une plus grande affinité pour les isoformes TRB. Le DBD constitue
un point d’interaction important, mais qu’il existe également d’autres points d’interaction dans



le TRs. L’interaction entre RanBPM et les TRs est présente dans des cellules non-transfectées.
Des essais transcriptionnels ont démontré que RanBPM stimule jusqu’a 180% la transcription
des TRs au niveau des pTREs (TRETK, DR+4) et jusqu’a 300% sur les nTREs (TRH, TSHo).

Dans le but de découvrir par quel mécanisme RanBPM agit comme co-activateur, nous
avons étudié la liaison de RanBPM avec des co-activateurs classiques. Ainsi, nous avons
démontré que RanBPM interagit avec les steroid receptor coactivator-1 et -2 -3 (SRC-1-3) mais
pas avec le CREB-binding protein murin (mCBP). Les essais transcriptionnels utilisant -
RanBPM de paire avec ces co-activateurs, démontrent que SRC-1 produit un effet synergique -
sur ’activité transcriptionelle des TRs et le mCBP produit un effet additif. Ce phénomeéne
pourrait signifier que le mode d’action de RanBPM est relié a celui des co-activateurs de
premiére vague, comme les SRCs. Par contre, le mode d’action de mCBP, qui fait partie de la
deuxiéme vague de co-activateurs, ne serait pas associé a celui de RanBPM.

L’implication des protéines co-régulatrices est essentielle a la régulation
transcriptionnelle effectuée par les TRs, et les progres futurs dans ce domaine dépendent de
leur découverte et de la détermination de leur(s) fonction(s). GRP1 et RanBPM interagissent au
niveau du DBD, un phénomeéne rare parmi les partenaires d’interaction des TRs. De plus, cette
région présente le plus haut niveau d’homologie dans la superfamille des NRs, faisant de GRP1
et RanBPM des joueurs potentiels importants du systéme endocrinien.

Mots clés: récepteurs des hormones thyroidiennes (IRs), RanBPM, GRPI, co-activateur, co- |
répresseur.



PARTIE I

INTRODUCTION



1 Les hormones thyroidiennes

1.1 Le role des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes (HTs) sont impliquées dans un large éventail d’événements
physiologiques dont le développement neuronal, la croissance et le métabolisme énergétique
(YEN, 2001, pour revue). Les HTs agissent sur I’ensemble des cellules de 1’organisme et leurs
effets varient d’un tissu a Iautre. Elles sont également essentielles a la thermorégulation, un
mécanisme mettant en jeu le tissu adipeux brun chez les rongeurs (SILVA, 2005, pour revue).

Les HTs jouent un rdle important dans le maintien de 1’homéostasie par la régulation de
l’éxpression de plusieurs génes. On compte notamment, l’expfession de plusieurs pompes a ions
dont la Na*/K'-ATPase (GICK et ISMAIL-BEIGI, 1990) ainsi que la pompe Ca’*-ATPase du
réticulum sarcoplasmique (SERCA) (HARTONG et al,, 1994). Au niveau cardiaque, les HTs
modulent 1’expression de la chaine lourde alpha et béta de la myosine (EVERETT et al., 1983,
MANSEN et al., 2001). Elles jouent également un rdle dans la production et la sécrétion de
I’hormone de croissance (GLASS et al., 1987, NORMAN et al., 1989, BRENT et al., 1989). Les
HTs sont impliquées dans la régulation fine de 1’axe hypothalamo-hypophysaire thyroidien et de
leur propre métabolisme en modulant I’expression des 5’-déiodinases. Il existe également un
phénomeéne d’autorégulation de I’expression de I’isoforme TRB1 par les HTs (SUZUKI et al.,
1994).

Les troubles endocriniens les plus courants au niveau de la glande thyroide sont
I’hypothyroidie et 1’hyperthyroidie, qui reflétent la diminution ou I’augmentation des niveaux
d’HTs. Classiquement, I’hypothyroidie entraine un ralentissement psychomoteur, la fatigue,

I’intolérance au froid, le gain de poids, la bradycardie et la dépression. Une absence d’HTs au



cours du développement foetal et de la jeune enfance entraine des conséquences graves comme
des retards de croissance et une déficience mentale (BUYUKGEBIZ, 2003, pour revue). Une
étude effectuée avec ’aide du Dr Langlois a démontré, que chez la population québegoise, on
retrouve jusqu’a 10.9% de femmes et 2.9% d’hommes qui souffrent d’hypothyroidie et qui sont
présentement sous traitement avec des HTs de synthése (GAGNON et al., 2006). A I’inverse,
I’hyperthyroidie entraine des tremblements, 1’anxiété, la diarrhée, la perte de poids, la fibrillation
auriculaire et I’ostéoporose. Les troubles de la thyroide comme le goitre, ’hypo- et I’hyper-
thyroidie et le cancer de la thyroide sont parmi les problémes endocriniens les plus courants
rencontrés dans la population adulte, gériatrique et pédiatrique. Ces troubles affectent quelques
200 millions de personnes a travers le monde. Les HTs représentent un des enjeux importants
dans le domaine de la santé avec I’augmentation de la population vieillissante. En effet, bien que
’on sache que I’apparition des cas d’hypothyroidie augmentent avec 1’age, on en ignore encore
les raisons précises (CANARIS et al., 2000). La connaissance du fonctionnement des HTs est, en

conséquence, essentielle.

1.2 Le métabolisme des hormones thyroidiennes

La glande thyroide constitue ’organe endocrinien le plus volumineux (Figure 1A). Les
HTs secrétées par la glande thyroide, a partir d’iode inorganique, sont en grande majorité la
thyroxine ou T4 et en plus faible proportion la 3,5°,3’-triiodothyronine ou T3 (Figure 1B).

La T, agit comme une réserve de prohormone qui sera transformée en T3, le métabolite
biologiquement actif, auquel on associe la grande majorité des effets des HTs. Cette conversion
s’effectue par les 5’-déiodinases. Il existe plusieurs types de 5’-déiodinases. Elles différent au
niveau de leur expression tissulaire ainsi que dans leur affinité aux différents substrats iodés. Le
processus de déiodination est responsable de la formation de 75% & 80% de la quantité totale de

T;. Au niveau de ’organisme, les tissus les plus importants dans la conversion et la fourniture de



T; plasmatique sont le foie, le rein, les muscles (squelettiques ou cardiaques) et la thyroide. On
retrouve dans ces tissus la 5’-déiodinase de type I qui effectue la conversion de T; en T; de
maniére périphérique, c’est-a-dire que la réaction se déroule a I’extérieur de la cellule. La 5°-
déiodinase de type II est exprimée au niveau du systéme nerveux central, de I’hypophyse et du
gras brun (KOHRLE, 1999, pour revue). Ce type de 5’-déiodinase est responsable de la
conversion intracellulaire de la T4 en Ti;. La 5’-déiodinase de type III est garante de
Pinactivation des HTs par leur conversion en métabolites inactifs comme la 3,3°,5-
triiodothyronine (T; inverse ou rT3) et la diiodothyronine-(Tz).

Etant donné leur caractére hydrophobe, les HTs sont transportées dans la circulation
sanguine en association avec des transporteurs. Ainsi, prés de 99% des HTs dans la circulation
sont associées a des protéines de transport. Il en existe trois majoritaires, soit; la thyroxine-
binding globuline, la thyroxine-binding préalbumine et I’albumine. La T4 posséde un plus haut
niveau d’affinité que la T; pour les protéines de transport. Donc, bien qu’une faible proportion
des HTs produites est sous la forme de la T, la fraction d’hormone libre est 10-fois plus

importante que celle de la T4 (0,04% pour la T4 et 0,4% pour la T3) (CHRISTENSEN, 1960).
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Figure 1. La glande thyroide et les hormones thyroidiennes. (A) La glande thyroide est
localisée dans la partie inférieure du cou. Image modifiée & partir de http://www.yourdictionary.
com/images/ahd/jpg/A4thyroi.jpg. (B) La structure chimique de la Ty, la Ts et la rT;. L image
provient de http: //www. vivo. colostate. edu/ hbooks/pathphys/endocrine/thyroid/chem.html.



1.3 L’axe hypothalamo-hypophysaire thyroidien

La régulation fine et appropriée de la sécrétion des HTs s’effectue par un systéme de
rétrocontrle : I’axe hypothalamo-hypophysaire thyroidien (HHT) (Figure. 2A). Les facteurs clés
de I’axe HHT sont la thyrolibérine et la thyréostimuline. Ce systéme de rétrocontrdle est du
méme ordre que ceux impliqués dans la régulation des autres hormones du systéme endocrinien

(androgénes, estrogéne, glucocorticoides, minéralocorticoides, progestérone).

1.3.1 La thyrolibérine

Le facteur thyrolibérine ou le thyrotropin-releasing hormone (TRH) est sécrété par les
neurones du noyau paraventriculaire (PVN) et supraoptique de I’hypothalamus (Figure 2A)
(SEGERSON et al., 1987). La thyrolibérine est un tri-peptide (Figure 2B) (BURGUS et al.,
1970), et le plus puissant régulateur de la sécrétion de la thyréostimuline ou le thyroid-
stimulating hormone (TSH) par I’hypophyse antérieure (JACKSON, 1982).

La sécrétion ainsi que la synthése de la thyrolibérine sont stimulées par la présence d’une
concentration faible en HTs déns la circulation sanguine périphérique. La thyrolibérineAest
ensuite acheminée a 1’adénohypophyse par un systéme porte (JACKSON, 1982). A ce niveau,
elle se lie a son récepteur transmembranaire, le thyrotropin-releasing hormone receptor
(TRHR1) au niveau des cellules thyrotropes (DUTHIE et al., 1993). 1l existe plus d’un type de
TRHR, le type 1 est exprimé au niveau de ’hypophyse antérieure, de I’hypothalamus et du coté
ventral de la moelle épiniére. Le récepteur de la thyrolibérine active la voie de I’adénylyl cyclase
(DUTHIE et al., 1993), ce qui se traduit en une stimulation de la synthése ainsi qu’en la
sécrétion de la thyréostimuline. Un geéne codant pouf un second type de récepteur pour la
thyrolibérine (TRHR2) a été identifié chez le rat (ITADANI et al., 1998). Son expression est

localisée au niveau du c6té dorsal de la moelle épiniére et du faisceau spinothalamique. On croit



que le TRHR?2 est impliqué dans les voies de I’anti-nociception ou la thyrolibérine pourrait jouer
un rdle (CAO et al., 1998).

Le niveau d’HTs circulant est le plus puissant régulateur de la sécrétion de la
thyrolibérine, mais celle-ci est aussi influencée par plusieurs neurotransmetteurs et
neuropeptides. On compte parmi eux les voies catécholaminergique en provenance du cerveau
moyen qui projettent a I’hypothalamus et stimulent la sécrétion de la thyrolibérine (VALE et al.,

1975, MORLEY, 1981, pour revues).
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Outre ses roles dans 1’axe HHT, la thyrolibérine est également impliquée dans la
régulation de ’apport nutritionnel chez les mammiféres. Chez les rongeurs, un état de jeline
apporte une diminution de la sécrétion des HTs (BLAKE et al., 1991). Ce mécanisme
d’adaptation permet de réduire le métabolisme général et ainsi d’économiser 1’énergie afin de
survivre a des conditions plus difficiles. Des souris KO pour le géne de la thyrolibérine souffrent
non seulement d’hypothyroidie, mais également d’hyperglycémie engendrée par une réponse
réduite a I’insuline (YAMADA et al., 1997). Jusqu’a maintenant, la leptine et la a—melanocyte
stimulating hormone (u-MSH) ont été identifiées comme responsables de la régulation de la
thyrolibérine en fonction de 1’état nutritionnel (AHIMA et al., 1996, LEGRADI et al., 1997,
FEKETE et al., 2000). La leptine peut stimuler directement la sécrétion de la thyrolibérine au
niveau du PVN (THORNTON et al., 1997, GUO et al., 2004). 11 existe également un mécanisme
indirect par lequel la leptine stimule I’expression de la a-MSH, un dérivé du >géne de la pro-
opiomélanocortine (POMC) au niveau du noyau arqué (KIM et al., 2000). La «-MSH, innerve
ensuite les neurone§ du PVN et stimule la sécrétion de la thyrolibérine (MIZUNO et al.,, 1998,

HARRIS et al., 2001).

1.3.2 La thyréostimuline

La sécrétion de la thyréostimuline suit le rythme circadien et on observe des variations
dans sa sécrétion en présence de stress ou suite & une exposition au froid. Ces effets sont causés
par des projections neuronales au niveau de la région médiale basale de 1’hypothalamus
(FUKUDA et GREER, 1975). Toutefois, il n’en demeure pas moins que la thyrolibérine et le
taux d’HTs circulant sont les régulateurs majeurs de la thyréostimuline. De plus, la thyrolibérine

joue un rdle essentiel au niveau des modifications post-traductionnelles de la thyréostimuline. La



glycosylation de la thyréostimuline par la thyrolibérine est primordiale afin qu’elle acquiére son
activité biologique (MAGNER, 1990).

La thyréostimuline est synthétisée par les cellules thyrotrophes de 1’adénohypophyse
(Figure 2A) (SHUPNIK et al., 1989). C’est un polypeptide constitué de deux sous-unités : alpha
et béta. Elles sont associées de maniére non-covalente par des ponts di-sulfures. La sous-unité
alpha de la thyréostimuline est commune au facteur lutéal, & I’hormone folliculostimulante et &
la choriogonadotropine (Figure 2B). Une fois sécrétée au niveau de I’adénohypophyse, la
thyréostimuline rejoint la circulation périphérique pour atteindre la glande thyroide ou elle
s’associe avec son récepteur transmembranaire (NAGAYAMA et al., 1989). La liaison de la
thyréostimuline & son récepteur provoque I’activation de la voie de I’adénynyl cyclase et celle
des phopholipases et de la protéine kinase C (PKC) (ALLGEIER et al., 1994). Ces signaux se
traduisent par la stimulation de la sécrétion des HTs ainsi qu’une augmentation de 1’expression

" des geénes impliqués dans leur synthése et leur transport. La thyréostimuline influence également
la fonction thyroidienne en général. Elle favorise la croissance et fait partie de ’ensemble des
signéux et des facteurs impliqués dans les communications entré les cellules folliculaires, et les
cellules vasculaires de la glande thyroide.

Parmi les inhibiteurs puissants de la sécrétion de la thyréostimuline on retrouve la
dopamine et la somatostatine (WEEKE et al., 1975, COOPER et al., 1983, pour revue). Les
antagonistes de la dopamine stimulent la sécrétion de la thyréostimuline (SCANLON et
WEIGHTMAN, 1970). Il existe d’autres facteurs qui influencent la sécrétion de la
thyréostimuline, tel le facteur hypophysaire de 1’arginine vasopressine (AVP) qui est un

stimulateur puissant.

10



2 Les récepteurs des hormones thyroidiennes

2.1 La superfamille des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires (NRs) (Dendogramme 1) sont des facteurs de transcription
dont I’activité est sensible aux ligands. Leur découverte date d’il y a prés de 40 ans avec le
récepteur de 1’oestrogéne (ERs) en 1967 (TOFT et al, 1967). Le clonage ainsi que les recherches
sur les TRs ont débuté en 1986 (WEINBERGER et al,, 1986). Il existe des différences
importantes dans la nature des ligands possibles des NRs allant des stéroides aux vitamines ainsi
qu’a une foule de composés lipidiques et & de petites molécules hydrophobes comme les HTs.
On dénombre maintenant prés de 65 génes codant pour des NRs chez les vertébrés dont 48 chez
I’homme (COMMITTEE, 1999, LAUDET et GRONEMEYER, 2001). Les recherches se
poursuivent afin de déterminer 1’ensémb1e des fonctions physiologiques auxquelles participent
les NRs ainsi que pour préciser les‘ roles joués par les récepteurs orphelins, qui possédent unei
organisation structurelle semblable aux NRs mais pour lesquels le ligand n’a pas encore été
identifi¢ (O'MALLEY, 1990, ENMARK et GUSTAFSSON, 1996). Au niveau cellulaire, les
NRs jouent des rdles importants dans la croissance, la prolifération, 1’apoptose, ainsi que dans le
maintient de I’état cellulaire différencié (Dendogramme 1) (MANGELSDOREF et al., 1995,
THUMMEL, 1995). Des études ont permis d’établir une relation entre 1’expression des
différents NRs et leurs fonctions avec trois grands axes physiologiques soit : la reproduction, le
développement et le métabolisme (BOOKOUT et al., 2006). Dans le Dendogramme 1, les
fonctions des isoformes TR sont associées a I’homéostasie énergétique et au métabolisme des

lipides, reflétant leurs roles notamment au niveau hépatique (BOOKOUT et al., 2006). Alors que

11



l’on regroupe les isoformes TRo parmi les NRs qui sont impliqués dans les fonctions du

métabolisme basal (discuter plus en détail & la section 2.3).
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Dendogramme 1: Les récepteurs nucléaires et leurs réles. La représentation de 1’arbre
phylogénique des membres de la superfamille des NRs regroupés par rapport a leurs fonctions

dans I’organisme. L’image provient de (BOOKOUT et al., 2006).
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Le nombre important de découvertes dans le domaine de recherche sur les NRs, a forcé
la révision de I’ancienne classification en trois types: le type I contenait les récepteurs
stéroidiens, le type II, les récepteurs non-stéroidiens et le type III, les récepteurs orphelins. La
nouvelle classification rassemble les NRs toutes origines confondues par rapport a leur
homologie au niveau de leur domaine de liaison a8 I’ADN (d’au moins 80 & 90%) et du domaine
de liaison du ligand (un minimum de 40 a 60%) (EVANS, 1988). Ces domaines sont les plus
conservés dans P’arbre phylogénique des NRs (LAUDET et al., 1992). La superfamille des
récepteurs nucléaires se divise ainsi en 6 sous-groupes. Parmi eux, les trois premiers concernent
les récepteurs nucléaires les plus en lien avec mon projet de doctorat (Tableau 1).

Le sous-groupe 1 est celui qui contient le plus grand nombre de NRs. Il contient entre
autres les récepteurs des hormones thyroidiennes (TRs), les peroxisome proliferator-activated -
receptors (PPARs), le récepteur de I’acide rétinoique (RAR) et le récepteur de la vitamine D
(VDR). Ils possédent tous la caractéristique de former des hétérodimeres avec le récepteur de
I’acide 9-cis rétinoique (RXR) au niveau de leurs éléments de réponse (voir la section 3.3.4)
(MCKENNA et al., 1999). Le sous—igroupe 2 contient le RXR. Le sous-groupe 3 comprend lesk
récepteurs stéroidiens comme le récepteur des androgénes (AR), les ERs, le récepteur des
glucocorticoides (GR), des minéralocorticoides, et de la progestérone (PR). Les autres sous-
groupes de NRs contiennent des récepteurs dont la fonction est peu connue. Le sous-groupe 0

comprend les récepteurs orphelins.
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SOUS-GROUPE | RECEPTEUR NUCLEAIRE CARACTERISTIQUE
I PPAR, RAR, TR, VDR | Forment des hétérodiméres avec le
RXR
I RXR Partenaire d’hétérodimérisation
I AR, ER, GR, MR, PR Récepteurs stéroidiens
0 Récepteurs orphelins Proteine possédant les mémes

domaines structuraux des NRs
dont on ignore le ligand

Tableau 1: Les sous-groupes des récepteurs nucléaires. Représentation des sous-groupes de

certains membres de la superfamille des NRs selon la nouvelle classification. Tableau construit a

partir de la classification établie dans (COMMITTEE, 1999).
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2.2 Les domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires ont en commun I’organisation structurelle de leurs domaines.
On retrouve 4 domaines distincts : le domaine A/B, le domaine de liaison & ’ADN, la région

charniére et le domaine de liaison du ligand (Figure 3).

2.2.1 Le domaine A/B

Le domaine A/B, situé en amino-terminal est le moins homologue parmi les membres de
la superfamille des NRs. Il est associé aux modulations fines de I’activité transcriptionnelle
spécifique a certains NRs et 4 leurs isoformes. On y retrouve un site d’interaction avec les
protéines co-régulatrices, le domaine AF-1 (activating function-I) (Figure 3). La présence du
domaine AF-1 est essentielle afin d’obtenir 1activité transcriptionnelle maximale. Son activité
est régulée de maniére indépendante de la présence du ligand.

Le domaine AF-1 de certains NRs posséde une activité transcriptionnelle intrinséque
lorsqu’il est fusionné & un domaine de liaison & ’ADN hétérologue comme le GAL4
(METZGER et al., 1995). Le domaine AF-1 de ’isoforme TRB1 ne possede pas d’activité
transcriptionnelle intrinséque lorsqu’il est fusionné au domaine de liaison a8 ’ADN de GAL4
(HADZIC et al.); tandis que la région AF-1 de ’isoforme TRB2 est active transcriptionnellement
lorsqu’elle est fusionnée au DBD de GAL4 (SJOBERG et VENNSTROM, 1995). Des études sur
I’AF-1 de TRB2 du rat ont déterminé que certains co-régulateurs s’associent a cette région dont
SRC-1 et NCoR (TIAN et al., 2006). On croit que 1I’AF- 1_ permet aux isoformes TR et surtout a
TRB2 de stimuler I’activité transcriptionnelle en absence d’HTs de maniére plus importante
comparativement aux autres isoformes (LANGLOIS et al., 1997). Par contre, plusieurs des

mécanismes sous-jacents du domaine AF-1 demeurent encore inconnus.
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2.2.2 Le domaine de liaison a ’ADN

La premiére évidence, dans un systéme cellulaire, que les membres de la superfamille
des NRs se lient a ’ADN au niveau de séquences spécifiques en présence de leur ligand a été
montrée pour le GR en 1986 (BECKER et al., 1986). Le domaine C communément appelé le
domaine de liaison a ’ADN (DNA-binding domain: DBD) est responsable de la reconnaissance
des éléments de réponse (hormone response elements: HREs) situés en général dans la région
promotrice des génes cibles. La liaison & ’ADN se produit par un motif & double doigts de zinc
dont chacun est formé par quatre résidus de cystéine complexés a un atome de zinc (Figure 4)
(FREEDMAN et al., 1988, LUISI et al., 1991). Bien que I’ensemble des NRs reconnaisse des
HREs qui possédent des séquences ainsi que des arrangements différents (palindromes,
répétitions inverses ou directés), le DBD est trés homologue parmi les membres de la
superfamille des NRs (EVANS, 1988, MANGELSDOREF et al., 1995). La liaison dé I’ADN
s’effectue via une région nommée la boite P (Figure 4A) (SHIBUSAWA et al., 2003a). La boite
P se retrouve au niveau du premier doigt de zinc des NRs. Elle est responsable de la liaison des
NRs au sillon majeur de I’ADN (Figure 4B & 4C) (UMESONO et EVANS, 1989, HIRST et al.,
1992). La boite D, au niveau du second doigt de zinc, stabilise la liaison a I’ADN en s’associant

au sillon mineur (Figure 4A).
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Figure 3: Les domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires. Les NRs sont composés de
quatre domaines fonctionnels: 1’amino-terminal (A/B), le domaine de liaison a I’ADN (C), la
région charniére (D) et le domaine de liaison du ligand (E/F). On associe a chaque domaine des

NRs plusieurs fonctions et sites d’interactions.

18



Le DBD et le domaine de liaison du ligand (LBD) forment la surface responsable de la
formation de I’hétérodimére avec le RXR (ZECHEL et al., 1994, NISHIKAWA et al., 1995). Le
DBD joue également un rdle important dans la localisation cellulaire des NRs. Il contient un
signal de localisation nucléaire (NLS) (KALDERON et al., 1984) ainsi qu’un signal
d’exportation nucléaire (NES) (BLACK et al., 2001). En absence du ligand, les TRs se
retrouvent majoritairement au noyau (ZHU et al., 1998, BAUMANN et al,, 2001, MARUVADA
et al., 2003). Par contre, ceci ne sous-entend pas que les TRs sont des protéines statiques. Ils
effectuent plutdt des mouvements constants entre les compartiments cytoplasmiques et
nucléaires dont la résultante est une localisation nucléaire plus importante. Le NES au niveau du
second doigt de zinc est responsable de ces mouvements. En présence du ligand on observe un
transport actif nucléaire des TRs et la quasi-totalité des TRs se localisent au noyau en 30 minutes
(ZHU et al., 1998, MARUVADA et al., 2003). La dynamique du transport nucléaire des TRs est
aussi dépendante du type cellulaire étudié. Dans la lignée cellulaire HeLa provenant d’un
carcinome humain du col utérin, I’addition de la T; cause peu de changement dans la localisation
nucléaire d’une protéine de fusion de TRB-gréen [fluorescent protein (GFP) (BAUMANN et al,
2001). Dans cette lignée cellulaire, la T3 crée plutdt un réarrangement du patron de fluorescence
au noyau en la faisant passer de diffuse a ponctuée. Par opposition, dans les cellules CV-1 on
observe un transport net des chiméres TR-GFP vers le noyau, et ce en moins de 30 minutes suite

a ’addition du ligand (ZHU et al., 1998).
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Figure 4. Le domaine de liaison 2 ’ADN des NRs. (A) Le domaine de liaison & ’ADN des

TRs contient une boite P qui est responsable de la reconnaissance des TREs et la boite D

stabilise la liaison a ’ADN. L’image est modifiée a partir de (YEN, 2001). (B) Vue de haut de la

structure des DBDs de RXRs (vert et rouge) sous forme d’homodimére 1ié 4 ’ADN au niveau

d’un DR+1. (C) Vue de c6té de I’arrangement des DBDs des RXRs (vert et rouge) sous forme
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d’homodiméres lié 2 ’ADN au niveau d’un DR+1. En B & C, les ions de zinc sont représentés
par des spheres grises. L’image est tirée de (ZHAO et al., 2000).

A ce jour, aucune mutation ponctuelle au niveau du DBD des TRs a été identifiée chez
I’homme. Des TRs mutants au niveau de leur boite P ont été générés : ils sont incapables de
reconnaitre les TREs mais ils ont conservé leur habilité a s’associer avec les co-régulateurs
(SHIBUSAWA et al., 2003b). A I’aide de ces mutants, il fut démontré que la liaison des TRs &
I’ ADN via leur boite P était essentielle & la régulation négative et positive (BODENNER et al.,
1991, NAAR et al., 1991, HOLLENBERG et al., 1995a, SASAKI et al., 1999, SHIBUSAWA et
al., 2003b). De plus, les souris transgéniques homozygotes exprimant une mutation de la boite P
des isoformes TRP ont des niveaux d’HTs élevés et sont incapables d’inhiber la sécrétion de la
thyréostimuline en présence d’HTs (SHIBUSAWA et al., 2003a).

| On associe maintenant un réle au DBD dans l’interactioﬁ de plusieurs co-régulateurs. On
compte parmi eux PCAF, qui est principalement recruté par le LBD mais qui possede également
des sites de liaison au DBD. La liaison de PCAF aux DBD des NRs est essentielle afin qu’ils
produisent leur activité maximale (BLANCO et al., 1998). Parmi les autres protéines partenaires
du DBD récemment identifiées on compte SNUF, une protéine qui agit comme un co-activateur
du AR (MOILANEN et al., 1998, POUKKA et al., 2000a). SNUF est une petite protéine
nucléaire, qui facilite le transport du AR au noyau et stimule ainsi son activité transcriptionnelle
(POUKKA et al., 2000b). De plus, plusieurs autres co-régulateurs du AR possédent une
séquence homologue a SNUF et sont des partenaires potentiels du DBD comme; ANPK, ARIP3
et ARIP4 (JANNE et al., 2000, pour revue). Parmi d’autres exemples on retrouve, GT198, qui
agit comme co-activateur de plusieurs NRs dont les TRs (KO et al., 2002) et PSF, qui apporte un
effet d’inhibition sur I’activité transcriptionnelle des TRs et du RXR en recrutant une histone
déacétylase (HDAC) (MATHUR et al., 2001). Une autre protéine, la HIV Type I Tat binding

protein-1 est un co-activateur, partenaire d’interaction du DBD dont I’effet est spécifique aux
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TRs (ISHIZUKA et al,, 2001) et la gelsoline, une protéine impliquée dans la régulation de la
polymérisation de I’actine, stimule I’activité transcriptionnelle des TRs (KIM et al., 2006).
Finalement, le PPARgamma-DBD-interacting protein I agit comme co-activateur des PPARs,
des TRs, du RXR, des ERs et des ARs (TOMARU et al., 2006). Dans notre laboratoire, nous
avons aussi identifié deux co-régulateurs, GRP1 et RanBPM, qui sont des partenaires

d’interaction du DBD des TRs et feront I’objet de cette these.

2.2.3 La région charniére

Le domaine D est la région charniere (ou hinge domain) (Figure 3). Ce domaine posséde
peu d’homologie dans la superfamille des NRs. Au départ on lui accordait comme unique
fonction de permettre la bonne orientation du domaine de liaison du ligand par rapport au DBD.
En effet, la région charniére permet les changements de conformation du LBD des TRs ainsi que
Pexposition de la surface d’interaction des co-activateurs (NASCIMENTO et al., 2006) et des
co-répresseurs (NAGAYA et al., 1998). Maintenant plusieurs autres fonctions y sont associées
dont I’importation nucléaire de certains NRs. La région charniére des TRs contient notamment
leur NLS principal (LACASSE et al., 1993, BLACK et al,, 2001). Des changements dans
’orientation de la région charniére permettent également de stabiliser la formation des homo- et

hétérodimeres liés aux différents types de TREs (NASCIMENTO et al., 2006).

2.2.4 Le domaine de liaison du ligand

Le domaine carboxy-terminal est responsable de la liaison du ligand (ligand-binding
domain : LBD) (Figure 3). Malgré la diversité des ligands reconnus par la superfamille des NRs,
ce domaine posséde un haut niveau d’homologie. La poche hydrophobe ou se fixe le ligand est
formée de plusieurs hélices-a et de feuillets-B. L’hélice-a 12, qui forme en partie la région AF-

2, joue un rdle prédominant dans le recrutement de co-régulateurs. Des analyses de
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cristallographie par rayons X du LBD en absence et en présence d’un agoniste ont permis de
déterminer que I’hélice-o 12 adopte deux conformations et agit comme un clapet situé au-dessus
de la poche responsable de la liaison a la Ts (NUNES et al., 2004). En absence du ligand, elle
adopte une conformation ouverte (Figure 5). Ceci génére la surface d’interaction reconnue par
les co-répresseurs de I’activité transcriptionnelle des NRs (MARIMUTHU et al., 2002). Lorsque
la T3 est dans la poche hydrophobe, I’hélice-a 12 se replie et adopte une conformation de clapet
fermé, qui constitue la surface reconnue par les co-activateurs (Figure 5) (FENG et al., 1998).
Bien que pour I’instant il n’existe pas de véritable antagoniste des HTs, quelques antagonistes
partiels ont été décrits (SCHAPIRA et al., 2003). Le NH3, un antagoniste spécifique de TRa1,
agit de maniére a empécher la formation de la surface reconnue par les co-régulateurs
(NGUYEN et al., 2002, NGUYEN et al., 2005). Une fois associé & TRol, une por’cion du NH3

demeure a I’extérieur de la poche hydrophobe et empéche le repliement normal de ’hélice-o 12.
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Minus Hormone Plus Hormone

Helix 12

" Helix 12

Figure S. Les changements de conformation du domaine de liaison du ligand des TRs. En
absence d’HTs, I’hélice-o. 12 adopte la conformation de clapet ouvert. Ceci génére la surface
d’interaction reconnue par la boite CORNR des co-répresseurs. En présence d’HTs, I’hélice-ou 12
change de conformation pour former le clapet fermé et crée ainsi la surface d’interaction
reconnue par les co-activateurs via leur boite COANR ayant un motif LxxLL. L’image est tirée a

partir de: http://www.fst.rdg.ac.uk/courses/fs916/lect3/lect3.htm.
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2.3 Les isoformes des récepteurs des hormones thyroidiennes

Il existe deux genes codant pour les TRs, THRA et THRB. lIs générent différentes
isoformes sensibles a la T3, soit; TRal, TRB1 et TRB2 (Figure 6) (WEINBERGER et al., 1986,
CHENG, 2000, pour revue). L’ensemble des isoformes des TRs posséde un haut niveau
d’homologie, soit prés de 85%, excepté au niveau de la région amino-terminale.

Les différentes isoformes TR sont générées par ’utilisation de promoteurs différents.
Elles possédent chacune une extrémité amino-terminale unique. Les isoformes TRo sont
produites par épissage alternatif au niveau de leur exon 3°. Elles différent donc au niveau de leur
région carboxy-terminale. La portion carboxy-terminale du LBD de TRa2 est unique, on y
retrouve une séquence additionnelle de 122 acides aminés et 1’absence d’une partie du LBD.
L’isoforme TRa2 agit comme un récepteur variant, sa longue séquence en carboxy-terrﬁina]e la
rend incapable de lier la T; et d’effectuer la transactivation de genes. De plus, les réles
physiologiques de cette iso.forme‘sont pour P’instant inconnus. En essais transcriptioﬂnels, sa
surexpression inhibe ’activité des autres isoformes (KOENIG et al., 1989, LAZAR et al., 1989).
Des études par gel de retardement (EMSA) ont montré qu’elle posséde une faible capacité a
reconnaitre les TREs (YANG et al., 1996) et a interagir avec les co-régulateurs comparativement
aux autres isoformes des TRs (TAGAMI et al., 1998). Des souris KO sélectif de 1’isoforme
TRa2 ont été générées (SALTO et al., 2001). L’ablation de TRa2 provoque une expression plus
importante de I’isoforme TRa 1. Ce phénoméne de compensation fait en sorte qu’il est difficile
de discriminer les effets dus a I’absence de TRa2 d’entre ceux causés par 1’augmentation de
I’expression de TRa1. Le phénotype des souris KO de TRa2 est complexe, certains tissus sont
en état d’hyperthyroidie (augmentation du débit cardiaque, augmentation de la température

corporelle) et d’autres d’hypothyroidie (gain de poids important, croissance lente et tardive). La
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perte de D’expression de TRa2 semble avoir des conséquences moins importantes que

I’augmentation de I’expression de TRa1.

2.3.1 L’expression tissulaire des TRs

Les TRs sont largement distribués dans I’ensemble des tissus. Par contre, le niveau
d’expression des isoformes TRa varie d’un tissu a 1’autre (CHIN, 1991). TRa1 joue un rdle trés
important dans le développement de plusieurs tissus dans les premiéres semaines post-natales dont
notamment : la maturation intestinale (PLATEROTI et al., 2001), le développement du cervelet
(MORTE et al., 2002) et la croissance osseuse (BASSETT et WILLIAMS, 2003). Les isoformes
TRa sont fortement exprimées au niveau des cardiomyocytes et on leur attribue les effets néfastes
de I’hyperthyroidie comme la tachycardie (GULLBERG et al., 2002).

L’expression des isoformes TRP est dépendante du tissu et change au cours du
développement (CHENG, 2000, YEN, 2001, pour revues). TRB1 ést I’isoforme responsable de
la régulation des fonctions hépatiques qui sont sensibles aux HTS. Les isoformes TRP sont

exprimées de maniére importante au niveau de 1’axe HHT et elles sont responsables de la
rétroinhibition par les HTs (HODIN et al., 1989, BRADLEY et al., 1992, COOK et al., 1992,
LECHAN et al., 1994, ALKEMADE et al., 2005). L’isoforme TRa1 y est également exprimée,
mais a des niveaux beaucoup plus bas. Les isoformes TRP sont également trés importantes pour

le bon fonctionnement de la rétine et du développement de Voreille interne (GAUTHIER et al,,

1999).
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Figure 6. Les isoformes des récepteurs des hormones thyroidiennes. A chaque extrémité on
retrouve le nombre d’acides aminés pour chacune des isoformes. Le pourcentage d’homologie
par rapport a I’isoforme TRB2 est indiqué dans chaque domaine, excepté au niveau de la région

amino-terminale spécifique a TRPB2. L’image est produite & particr de (GREENSPAN et
GARDNER, 2004).
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2.3.2 Les effets spécifiques des différentes isoformes des TRs

Comme I’exemple des souris KO du géne TRa2 I’a démontré, I’expression spécifique de
certaines isoformes des TRs apporte des effets différents dépendamment du tissu de 1’organisme.
Par exemple, il a été démontré que un agoniste des HTs possédant une plus grande affinité pour
les isoformes TRp, le GC-1, provoque la réduction du cholestérol sanguin chez les souris
(JOHANSSON et al.,, 2005). D’autres études ont démontré qu’il arrive a promouvoir la
croissance des cellules hépatiques et pancréatiques chez le rat (COLUMBANO et al., 2006) ainsi
que la dépense énergétique (VILLICEV et al., 2007). Par contre, ces effets bénéfiques sur le
bilan lipidique et le métabolisme basal sont accompagnés de plusieurs effets secondaires néfastes
au niveau cardiaque, comme la tachycardie. Des études ont démontré que les effets profitables
sur le cholestérol sanguin sont effectués par les isoformes TRB exprimées au niveau hépatique,
alors que les effets cardiaques néfastes sont surtout produits par la liaison de I’agoniste 4 TRot1.

Les éléments de réponse négatifs (nTREs), les plus étudiés sont ceux de la thyrolibérine
et de la thyréostimuline de l;axe HHT. Dans la région de I’axe HHT, ’expression des iséformes
TRP est trés importante et on considére ces isoformes comme les médiateurs principaux de la
régulation négative par les HTs. Des études ont démontré que I’introduction d’un vecteur codant
pour I’isoforme TRal dans I’hypothalamus de souris nouveaux-nés empéche 1’inhibition de la
transcription en présence d’HTs sur le promoteur de la thyrolibérine (DUPRE et al., 2004).
Ainsi, TRp, mais non TRa, joue un rdle spécifique dans la régulation physiologique du géne
TRH. Une autre étude a I’aide de chimeéres TR correspondant a 1'échange du domaine A/B, des
isoformes TRal et TRB1 de rat montre I’importance de la région amino-terminale dans la
répression transcriptionnelle du géne de la thyrolibérine par la Ts. En effet, les chiméres TRB1

avec une région amino-terminale de TRal sont incapables d’inhiber la transcription de ce

28



promoteur. Tandis que les chiméres TRal contenant la région amino-terminale de TRpB1
provoquent ’inhibition de la thyrolibérine. L’isoforme TRB2 joue également un réle important
dans la régulation des nTREs. L’expression de TRB2 est spécifique aux régions de ’axe HHT
(HODIN et al., 1989). De plus, des sites d’interactions avec différents co-régulateurs ont été
identifiés au niveau de sa région A/B (LANGLOIS et al., 1997, OBERSTE-BERGHAUS et al.,
2000).

Plusieurs mutations dans le géne THRB ont été identifiées chez I’homme, mais encore
aucune pour THRA. La quasi-totalité des mutations découvertes jusqu’a présent du gene THRB
se retrouvent dans le LBD des récepteurs. Plus précisément au niveau des sites de liaison des co-
régulateurs. Chez les personnes hétérozygotes, les TR mutantes ont un effet dominant négatif
sur les’ récepteurs normaux. La pathologie polymorphique génétique qui en découle est la
résistance aux HTs (RTH) (WEISS et REFETOFF, 2000, pour revue) qui est caractérisée par des
ﬁiveaux élevés d’HTs en absence de suppression de la thyréostimulirle. La RTH crée dans
‘certair‘ls organes des effets comparables a l’hyperthyro‘l'die,. notamment au niveau cardiaque ou
les TRo sont exprimées plus fortement. Par contre, au niveau hépatique, on retrouve des
conditions semblables a celles retrouvées en hypothyroidie car se sont les isoformes TR qui y

sont fortement exprimées.
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3 Les mécanismes d’action des hormones thyroidiennes

3.1 Les actions non-génomiques des HT's

Les actions non-génomiques des HTs possédent plusieurs caractéristiques : elles sont
rapides, générent souvent ’activation de canaux ioniques ou I’activation de voie de signalisation
au niveau du cytoplasme et ne sont pas sensibles aux agents qui inhibent la synthése de protéines
de novo (BASSETT et al., 2003). De plus, leurs effets sont spécifiques & la substance iodée,
c’est-a-dire que les effets de la T4 différent de ceux de la T; ou la Ts.

Longtemps, un site de liaison aux HTs autres que les TRs et qui posséde un effet a des
doses physiologiques est demeuré inconnu. Récemment, un véritable site de liaison aux HTs a
été identifié au niveau membranaire (BERGH et al., 2005). Par contre, on considére toujours les
mécanismes d’action non-génomiques comme étant des voies alternatives des HTs. Des mesures
physiologiques et des analyses de corrélations seront requises afin d’attribuer toute son
importance & ces phénomeénes. Par contre, les actions non-génomiques octroyées a d’autres
membres de la superfamille des NRs ont été documentées. Par exemple, des effets non-
génomiques des oestrogénes sont attribués a la présence de ERs a la membrane cytoplasmique

(BJORNSTROM et SJOBERG, 2005, pour revue), ce qui n’a pas été exclu pour les TRs.

3.1.1 Les voies de signalisation et les canaux ioniques

Depuis longtemps, plusieurs équipes ont étudié la liaison des HTs et surtout de la T4 4 la
membrane cytoplasmique (BASSETT et al., 2003, pour revue). La T, et la T4-agarose
provoquent certains effets via leur liaison a un récepteur inconnu couplé aux protéines G (LIN et

al., 1999). La T4 module aussi I’activité des pompes 4 ions ainsi que le transport du Na*, K,
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Ca?' et celui du glucose (INCERPI et al., 2003, D'AREZZO et al., 2004, INCERPI et al., 2005).
La T, provoque également I’activation du mitogen-activated protein kinase (MAPK) en plus
d’étre impliquée dans la régulation du métabolisme des phospholipides par I’activation des PKC
et PKD (DAVIS et al., 1989, KAVOK et al., 2001). Des événements dépendants de I’activation
des MAPKSs ont lieu également au niveau du noyau et stimulent la transcription de génes cibles
(DAVIS et al.,, 2000, SHIH et al., 2001, LIN et al, 2003, TANG et al.,, 2004). De plus,
Pactivation de la voie des MAPKs modifie les TRs au niveau post-traductionnel. Certaines
modifications comme la phosphorylation au niveau de résidus sérines du DBD favorisent leur
transport au noyau (DAVIS et al., 2000). La phosphorylation des TRs contribue également a leur
association avec des co-activateurs et inhibe la dégradation des TRs par le protéasome (JONES
et al., 1994, LEITMAN et al., 1996, TING et al., 1997). Une équipe avance que le récepteur
membranaire des HTs est I'intégrine VB3, localisée sur la face externe de la membrane
plasmique. La liaison des HTs a Iintégrine aVB3 cause 1’activation de la voie des MAPKs
(BERGH et al., 2005).

Il existerait également des effets non-génomiques des HTs qui causent des effets sur
Porganisme en général. Par exemple, la T3 augmente le débit cardiaque et réduit la résistance
vasculaire systémique chez les adultes en trois minutes (SCHMIDT et al., 2002). Un dérivé des
HTs, la 3-iodothyronamine peut induire la bradycardie et I’hypothermie en quelques minutes

(SCANLAN et al., 2004). Les raisons expliquant ces phénomenes sont inconnues pour 1’instant.

3.1.2 La mitochondrie

La mitochondrie est un organelle qui joue un réle dans le métabolisme et dans la
régulation de la prolifération cellulaire, la différenciation et I’apoptose (CASAS et al., 2003). La
mitochondrie posséde son propre génome ainsi que des mécanismes spécifiques pour sa

réplication, sa transcription et la synthése de ses protéines. Toutefois, la majorité des protéines
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mitochondriales proviennent du génome de la cellule. Les HTs influencent indirectement
Pactivité mitochondriale par la régulation de I’expression de facteurs de transcription
mitochondriaux provenant du génome cellulaire (GARSTKA et al., 1994, PILLAR et SEITZ,
1997). De plus, les HTs s’accumulent dans ces organelles et elles sont les effecteurs majeurs de
leur prolifération, de leur différenciation, et de leur maturation. On croit notamment que les
effets des HTs au niveau des mitochondries seraient plutét médiés par des variants tronqués des

TRs qui y sont exprimés (STERLING et BRENNER, 1995, WRUTNIAK et al., 1995).

3.2 Les mécanismes d’action génomiques des HT's

Les NRs constituent un des modeéles les plus intéressants pour I’étude de la régulation
transcriptionnelle des genes. Ils sont les effecteurs des signaux hormonaux ou métaboliques
qu’ils transmettent directement au génome en augmentant ou diminuant ’expression des génes
cibles. La liaison du ligand produit des changements majeurs au niveau de la conformation des
TRs et engendre une foule de processus dont leur transpbrt actif au noyau ainsi que leurs
interactions spécifiques avec des protéines co-régulatrices qui . modulent leur activité
transcriptionnelle (BEATO et al., 1995, MCKENNA et al., 1999). Ce processus met en jeux
plusieurs systémes dont les éléments de réponse des TRs, localisés au niveau des génes cibles,
ainsi que les protéines associées 4 PADN : les histones et les enzymes responsables de leurs
modifications post-traductionnelles, la machinerie transcriptionnelle de base ainsi que le

partenaire d’hétérodimérisation, le RXR.

3.2.1 Les éléments de réponse des récepteurs des hormones thyroidiennes

L’habileté des TRs a réguler les niveaux d’expression des génes est dépendante de la

présence d’un élément de réponse des TRs (TRE). Celui-ci fournit un site de reconnaissance
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pour la liaison des TRs a I’ADN. La majorité des séquences régulatrices décrites pour les TRs
est habituellement localisée dans la région 5° des promoteurs. Les TREs correspondent
généralement A deux copies de petites séquences d’ADN. Chacune des séquences constitue un
demi-site avec lequel les doigts de zinc du DBD des TRs s’associent. Plusieurs arrangements des

demi-sites consensus reconnus par les TRs ont été décrits.

3.2.2 Les éléments de réponse positifs des hormones thyroidiennes

L’hexameére (G/A)GGT(C/A)A représente la séquence consensus minimale reconnue par
les TRs (Figure 7A) (Brent GA et al., 1989). Bien que cette séquence soit suffisante pour
effectuer une liaison avec le TR sous forme de monomere, elle ne suffit pas & produire une
régulation sensible a la Ts. Le site de liaison optimal des TRs est un octa¢dre (TAAGGTCA) de
la séquence minimale consensus (KATZ et KOENIG, 1993). L’analyse des nombreux TREs
identifiés démontre qu’il existe une grande diversité dans l’arrangement de la séquence
consensus (WILLIAMS et BRENT, 1995). On dénombre trois grands types d’arrangement des
éléments de réponse positif des HTs (pTREs): le palindrome (pal) (GLASS et al., 1987), la
répétition directe de la séquence consensus séparée par quatre nucléotides (DR+4) (Figure 7A)
(UMESONO et al., 1991) et le palindrome inverse (SUZUKI et al., 1994, SIMONIDES et al.,
1996). (Figure 7A/B). Les nucléotides contenus entre les demi-sites sont non seulement requis
afin de permettre la liaison des TRs mais ils possédent aussi un rdle déterminant dans 1’ampleur

de la réponse transcriptionnelle a la T3 (HARBERS et al., 1996).
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Demi-site avec la séquence consensns AGGTCA
AnEh i e EEEET.
Repehhon directe (DR+4) . AGGTCANNNNAGGTCA
s B
Pa]mdmme inversé ([P) TGACCTNNNNNNAGGTCA
Palmdrome P ’ | AGGTCATGACCT
B
Type de TRE Exemples de génes
DR+4 Hormone de croissance du rat (KOENIG et

al., 1987, GLASS et al., 1987, BRENT et al., 1989).

Enzyme malique du rat (PETTY et al., 1990,
DESVERGNE et al., 1991).

Chaine lourde alpha de la myosme (IZUMO
et MAHDAVI, 1988).

Palindrome inversé | Isoforme TR (SUZUKI et al., 1994).

SERCA (SIMONIDES et al., 1996).
Palindrome Rénine (KOBORI et al., 2001), Hormone de
croissance du rat (CARR et al, 1994)

Figure 7. Les différents éléments de réponse des TRs et exemples de génes les contenant.
(A) La séquence consensus des TREs et les différents arrangements possibles. (B) Exemples de

génes régulés par les TRs et les différents TREs qu’ils contiennent.
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3.3.3 Les éléments de réponse négatifs des hormones thyroidiennes

Plusieurs TREs négatifs (nTREs) ont été identifiés et caractérisés, dont ceux de la
thyrolibérine, de la sous-unité béta de la thyréostimuline (Figure 8) et de I’hormone de
croissance (WONDISFORD et al., 1989, CARR et WONG, 1994, HOLLENBERG et al., 1995a,
BREEN et al., 1997). La séquence reconnue par les TRs peut changer, mais on retrouve
habituellement la séquence consensus. Pour les pTREs, la présence de deux demi-sites est trés
caractéristique, par contre, plusieurs nTREs décrits ne contiennent qu’un demi-site, le TR agirait
donc sous forme de monomere (Figure 8) (BRENT et al., 1991, CARR et al., 1992). De plus, au
niveau du méme nTRE on peut trouver des sites de liaison des TRs sous forme de monoméres et
d’hétérodimeres (Figure 8B). Des études menées dans notre laboratoire ont d’ailleurs permis de
démontrer I’importance de la présence du RXR afin de permettre la régulation normale de la
thyrolibérine (LAFLAMME et al., 2002).

Au niveau du promoteur de la thyrolibérine, une analyse par mutagenése dirigée a permis
d’identifier la séquence minimale requise afin de permettre une réponse transcriptionnelle a la
Ts. Dans cette région, des sites numérotés 4, 5, et 6 sont des sites potentiels de liaison des TRs
capables de participer & une répression transcriptionnelle en présence de Ts; (Figure 8A)
(HOLLENBERG et al., 1995a). Le pouvoir d’inhibition de chacun des sites n’est pas équivalent.
Chez I’humain, le site 4 est capable a Iui seul d’inhiber la transcription en présence de Ts. Les
autres sites n’ont aucun effet si on les utilise seuls (GUISSOUMA et al., 2002).

Bien qu’il soit clairement établi que la régulation de la sous-unité alpha de la
thyréostimuline soit régulée par les TRs (YOKOMORI et al., 1998, COLLINGWOOD et al.,
2001), la détermination fine du/des TRE(s) présent(s) n’est pas encore complétée. Un
palindrome inversé a été localisé, mais il n’arrive pas a lui seul & réguler I’expression en fonction

de la T; (Figure 8B) (MADISON et al., 1993, TAGAMI et al., 1999). Dans le cas de la sous-
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unité béta de la thyréostimuline, des sites correspondants aux nTREs ont été décrits (Figure 8C)
(BODENNER et al., 1991). Cependant, les études de ’activité transcriptionnelle des TRs au
niveau de ce promoteur couplé a un géne rapporteur sont difficiles. L’expression normale de la
cette sous-unité spécifique a 1’axe HHT requiert la présence de plusieurs facteurs de
transcription dont Pit-1 et GATA-2 (NAKANO et al., 2004). L’expression de ces facteurs de
transcription étant tissu-spécifique, les lignées cellulaires disponibles afin d’effectuer des études
sont limitées et elles présentent souvent une faible efficacité de transfection NAGAYAMA et

al., 1996, GORDON et al., 1997).
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Figure 8. Représentation des nTREs dans les régions promotrices humaines de la
thyrolibérine et des sous-unités de la thyréostimuline. (A) Dans la région 5° du promoteur de
la thyrolibérine trois sites de liaison des TRs sous forme de monomeére ont été identifiés : le site
4 se localise dans la région -63 a -58, le site 5 de +14 a +19 et le site 6 de +37 a +42. (B) Au
niveau du promoteur de la sous-unité alpha de la thyréostimuline un palindrome inversé a été
localisé dans la région -22 a -9. (C) Dans le promoteur humain de la sous-unité béta de la
thyréostimuline deux sites de liaison des TRs ont été identifiés, le premier dans la région -16 4 -2
et le second allant de +28 a +35. Les séquences et les arrangements décrits des nTREs
proviennent de (HOLLENBERG et al., 1995a, OPPENHEIMER et al., 1996).
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3.3.4 La dimérisation des TRs

La présence de deux demi-sites de liaison des TRs dans les TREs a d’abord fait croire
qu’ils s’associaient en homodiméres, comme la plupart des récepteurs stéroidiens. Des études,
avec les éléments de réponse palindromiques et le promoteur de ’hormone de croissance du rat,
ont démontré que I’association des TRs était majoritairement sous fqrme d’hétérodimére avec le
RXR (WAHLSTROM et al., 1992). Ce type d’association était méme plus stable que
I’homodimére. La dimérisation des TRs implique surtout deux domaines, soit une région prés de
la poche hydrophobe, responsable de la liaison du ligand, et la boite D localisée au niveau du
second doigt de zinc du DBD (FORMAN et al., 1989, UMESONO et EVANS, 1989, LUISI et
al., 1991). La liaison des TRs sous forme d’hétérodimeres avec le RXR est la conformation sous
laquelle les TRs sont les plus aptes a activer la &anscription des genes cibles (ZHANG et al.,
1992, YEN et al., 1992, KLIEWER et al., 1992a, MIYAMOTO et al., 1993, LAFLAMME et al.,
2002). De plus, I’ajout de la T; favoriée la formation des hétérodiméres par rapport aux
homodimeres sur plusieurs TREs (KAKIZAWA et al., 1997, COLLINGWOOD et al., 1997) et
’orientation de ’hétérodimére TR/RXR est importante. L’hétérodimeére est plus stable lorsque le
TR est positionné au niveau 3’ du demi-site et le RXR en 5’ (HARTONG et al., 1994, YEN et
al., 1994). Auparavant on accordait aucun effet & 1’addition conjointe de la T3 et I’acide 9-cis
rétinoique sur I’activité transcriptionnelle des hétérodimeéres TR-RXR (ROSEN et al., 1992). Par
contre, des études indiquent que, dans certains cas, le ligand du RXR arrive & potentialiser

’activité de I’hétérodimere (LI et al., 2002, CASTILLO et al., 2004, LI et al., 2004).
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3.4 Le role des histones

La fonction initialement associée aux histones concerne la compaction de I’ADN.
L’ensemble du génome, d’une longueur de 2 meétres, peut ainsi étre contenu a I’intérieur du
noyau de la cellule, sous forme de chromatine. La seconde fonction constitue le marquage de la
chromatine par différentes modifications post-traductionnelles. I existe deux types de
chromatine, soit : ’euchromatine, la forme contenant I’ADN actif au niveau transcriptionnel, et
I’hétérochromatine, la forme contenant ’ADN silencieux.

Les nucléosomes constituent les unités fondamentales de conditionnement de 'ADN en
chromatine (Figure 9A). Chaque nucléosome est un octaédre formé par I’assemblage de deux
copies des histones H2A, H2B, H3 et H4. Les histones sont des protéines basiques hautement
conservées dans l’évolutioﬁ. Leurs interactions avec PADN qui posséde une charge ﬁégative
nette, permettent son repliement et sa condensation. Au niveau de chaque nucléosome, on
retrouve une séquence d’ADN d’environ 147 paires de base. L’histone H1 est responsable de la
fermeture de la boucle d’ADN a I’entrée et a la sortie du nucléosome (Figure 9A). Les histones
sont hautement associées & I’ADN, elles participent & plusieurs phénomeénes dont la
transcription, la réplication et la réparation de ’ADN. Le génome humain contenant environ 3
milliards de paires de bases, fait en sorte qu’il existerait des dizaines de millions de nucléosomes
dont la composition primaire serait identique. Mais des millions de nucléosomes identiques ne
feraient que produire un capharnaiim pouvant mettre en opposition avec les fonctions
essentielles du génome. La solution est ce que 1’on appelle le code d’histone, soit des
modifications post-traductionnelles spécifiques des histones qui permettent 1’identification de

régions actives ou silencieuses au niveau transcriptionnel (Figure 9B).
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Figure 9. La structure chromatinienne de ’ADN et les modifications post-traductionnelles
des histones. (A) L’unité structurale de la fibre chromatinienne, le nucléosome est formé a partir
d’un  octaedre d’histones (H2A, H2B, H3 et H4). L’image provient de:
http://www.researchintelligentdesign.org/wiki/DNA_compaction. (B) Représentation  des
modifications post-traductionnelles des histones au niveau de leur queue amino-terminale.
L’image provient de http://www.cumc.columbia.edu/news/in-vivo/ Vol2_ 1Iss01_ janl5_

03/index.html.
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3.4.1 Les modifications post-traductionnelles des histones

Le compactage de ’ADN en nucléosomes apporte d’abord un effet inhibiteur sur la
transcription. L’adoption d’une nouvelle conformation des histones est importante pour
permettre I’initiation de la transcription ainsi que pour son maintien. Les modifications post-
traductionnelles des histones ont pour effet de favoriser ou d’inhiber leurs contacts serrés avec
I’ADN. Ce phénomene rend possible I’accés de la machinerie transcriptionnelle de base au
promoteur. Les modifications post-traductionnelles des histones servent également de
plateforme d’interaction trés sélective pour les protéines impliquées dans la transcription.
Plusieurs co-activateurs, ainsi que des protéines appartenant a la machinerie transcriptionnelle,
possédent une trés forte affinité pour certaines histones modifiées. La stabilisation du complexe
initiateur de la transcription au niveau des séquences cibles est également favorisée (LUGER et

al., 1997, REA et al., 2000).

Les modifications post-tradﬁctionnelles des histones peuvent étre simples ou multipleé
ou fonctionner en lien avec les histones avoisinantes (BRIGGS et al., 2002). On compte parmi
les modifications post-traductionnelles des histones: P’acétylation, la méthylation, la
phosphorylation, I’ubiquitination et la sumoylation (Figure 9B) (JENUWEIN et ALLIS CD,
2001, pour revue, FISCHLE et al., 2003). L’inhibition de la transcription se caractérise par
I’hypoacétylation et la méthylation de résidus lysines (Lys). Ces phénomeénes sont catalysés par
les histones déacétylases (HDACs) et les méthyltransférases (HMTs). Les résidus Lys des
histones qui sont sensibles aux HDACs sont localisés dans la queue amino-terminale ou les
contacts entre ’ADN et le nucléosome sont importants (Figure 9B). Les résidus Lys sont

normalement chargés positivement et s’associent fortement avec I’ADN chargée négativement.

41



Le retrait des groupes acétyls par les HDACs inhibe ’activité transcriptionnelle car il favorise

des contacts plus serrés entre ’ADN et les histones en augmentant leur charge positive.

L’activation de la transcription se caractérise par un état hyperacétylé des histones.
L’acétylation des résidus Lys des histones H3 et H4 par les histones acétyltransferases (HATSs)
relache la structure chromatinienne et est une des caractéristiques majeures de 1’activation de la
transcription. Les résidus Lys peuvent étre mono- bi- ou tri- acétylés. La méthylation des
histones a longtemps été exclusivement associée aux modifications épigénétiques, dont le rdle
est de marquer ’ADN silencieux ou I’hétérochromatine. Le terme épigénétique définit les
modifications transmissibles et réversibles de I'expression des génes, ne s'accompagnant pas de
changements des séquences nucléotidiques. Notamment, la méthylation de I'histone H3 par les
HMTs sur le résidu Lys 9 est caractéristique de 1’hétérochromatine (NOMA et él., 2001). Par
contre, la méthylation n’est pas toujours synonyme de répression et elle est _désormais considérée
comme étant impliquée dans la régulation de I’activité transcriptionnelle des promoteurs, par
exemple, la méthylation du résidu Lys 4 de H3 induit la transcription (Figure 9B) (SANTOS-

ROSA et al., 2002).

D’autres modifications post-traductionnelles simples ou multiples des histones sont
également connues. Par exemple, la phosphorylation de I’histone H3 au cours de la stimulation
mitotique augmente I’acétylation de H3. Ce type de modification est courant au niveau de région
ou la transcription est trés importante. L’acétylation de la H3 inhibe la méthylation du résidu Lys

9 qui code pour le silence transcriptionnel.
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3.5 Mécanismes de régulation génétique positive

Le mécanisme de régulation positive de la transcription par les HTs est le phénoméne le
mieux décrit dans la littérature. En absence du ligand, les TRs ainsi que les NRs dits non
stéroidiens comme le RXR, RAR, VDR, et les PPARs sont associés a leurs pHREs (DALMAN
et al., 1990). Ils adoptent une conformation qui favorise les interactions avec des co-répresseurs
(Figure 10) (HORLEIN et al., 1995, CHEN et EVANS, 1995, MCKENNA et al., 1999). Les
protéines co-répresseurs et leurs partenaires possédent une activit¢ HDAC et maintiennent la
chromatine dans les environs du promoteur dans un état hypoacétylé (Figure 10). L’activité
transcriptionnelle au niveau des promoteurs contenant des pTREs est ainsi inhibée en dessous du
'niveau de base. L’inhibition transcriptionnelle des génes régulés positivement en absence du
‘ligand constitue un phénomeéne important et son absence péut mener les cellules vers des états
prolifératifs anormaux (LOU et al., 2004, HARKONEN et MAKELA, 2004, CULIG et al,
2004).

En présence de T, les TRs changent de conformation chassant les co-répresseurs et
favorisant le recrutement actif des co-activateurs (Figure 5 & 10) (WAGNER et al., 1995, XU et
LI, 2003). Les co-activateurs classiques favorisent un état hyperacétylé des histones et donc
I’ouverture de la structure chromatinienne. Par la suite, un échafaudage de complexes protéiques
permet le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base (voir la section 3.5.2-5). La
transcription est ainsi stimulée au-deld des niveaux de base et de maniére soutenue. Les
interactions avec les pTREs ainsi que les co-activateurs sont aussi favorisés par la plus grande

abondance de TRs au noyau suite a 1’ajout du ligand (Figure 10).
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Figure 10. Le mécanisme d’action génomique des récepteurs des hormones thyroidiennes.
La liaison des récepteurs des hormones thyroidiennes sous forme d’hétérodimére entre le RXR
(a gauche) et le TR (a droite) au niveau d’un pTRE. En présence de T, les TRs interagissent
avec des co-activateurs ainsi que différents complexes protéiques ayant soit une activité HAT
(CBP/p300, PCAF et TRAP/DRIP/ARC) ou favorisant le glissement des nucléososmes de
manicre ATP-dépendant (BRG1). Les complexes médiateurs qui interagissent avec la
machinerie transcriptionnelle de base sont recrutés par le complexe TRAP/DRIP/ARC. En
absence de Ts, les TRs se lient au pTRE et recrutent des co-répresseurs (NCoR/SMRT). Ces co-
répresseurs interagissent avec différentes HDACs entrainant une inhibition de la transcription

des génes cibles. L’image provient de (ROSENFELD et GLASS, 2001).
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3.5.1 Les co-activateurs classiques

La famille des co-activateurs p160/SRCs (selon leur poids moléculaire ou pour steroid
receptor coactivators) est impliquée dans ’activation transcriptionnelle de tous les NRs. Les
membres de la famille p160 sont : SRC-1/NCoA (ONATE et al., 1995, KAMEI et al., 1996),
SRC-2/TIF2/GRIP1 (HONG et al, 1996, VOEGEL et al, 1996), et SRC-
3/pCIP/AIBI/ACTR/RAC3/TRAM-1 (Figure 11A) (TORCHIA et al., 1997, ANZICK et al.,
1997, CHEN et al., 1997, TAKESHITA et al., 1997). Les SRCs sont des protéines ubiquitaires
mais leur niveau d’expression varie d’un tissu a autre. Leur affinité pour les différents NRs
ainsi que leurs isoformes est également variable, apportant un second niveau de régulation de
Pactivité transcriptionnelle des NRs.

Ces co-activateurs interagissent principalement dans le LBD des NRs suite aux
changements de conformation importants survenant lors de la liaison de la T;, et qui favorise leur
liaison par rapport aux co-répresseurs (Figure 5 & 10) (DARIMONT et al., 1998, APRILETTI
et al., 1998, RIBEIRO et al., 1998, pour revue). Les membres de la famille p160 interagissent
avec les TRs via trois boites CoANRs localisées dans leur région centrale. Les boites CoANRs
contiennent un motif en hélice-a. LxxLL (Figure 11A) (HEERY et al., 1997, MCINERNEY et
al., 1998). Le point de contact majeur de SRC-1 se situe au niveau du AF-2 des TRs (TIAN et
al., 2006). Toutefois, les membres de la famille SRCs sont également capables d’interagir avec |
le domaine A/B de certains NRs dont les ERs et les GRs ainsi que les isoformes TRf
(IWASAKI et al., 2006). De plus, il a été démontré que la présence du domaine A/B des TR est
essentielle afin de permettre 1’interaction ainsi que de promouvoir ’activité transcriptionnelle

maximale en lien avec SRC-1.
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Les co-activateurs membre de la famille p160 possédent une activité HAT intrinséque
dans leur région carboxy-terminale (Figure 11). Par contre, leur apport net sur 1’état hyperacétylé
des histones n’est pas assez important pour permettre I’ouverture de la chromatine nécessaire et
le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base (SPENCER et al., 1997). Le rdle de la
famille p160 est plutét d’initier la relaxation de la structure chromatinienne de I’ADN et de
recruter les autres complexes co-régulateurs via deux domaines d’interactions situés dans leur
région médiane et carboxy-terminale dont notamment CBP/p300 et PCAF (Figure 10 & 11A). 11
existe également des mécanismes d’activation de la transcription par SRC-1 qui sont

indépendants de la présence de CBP (IKEDA et al., 1999, DENNLER et al., 2005).
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Figure 11. Les co-activateurs des récepteurs nucléaires et leurs domaines d’interaction.
Représentation schématique des domaines structuraux des co-activateurs des NRs ainsi que les
roles associés a chacun. Les sites d’interaction des NRs, ou boites CoANRs sont identifiées en
rouge. L’image de la famille des SRCs provient de (YEN, 2001), de CBP/p300
(MARMORSTEIN, 2001) et celle de PCAF (STERNER et BERGER, 2000).
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3.5.2 Les co-activateurs généraux ou intégrateurs

Les deux étapes requises pour I’activation de la transcription par les NRs sont I’ouverture
de la chromatine et I’arrimage de la machinerie transcriptionnelle de base au promoteur. Parmi
les partenaires d’interactions des TRs on retrouve des co-activateurs généraux impliqués dans
activation transcriptionnelle de plusieurs facteurs de transcription. Ils sont plus volumineux que
les SRCs et possédent une activité HAT intrinséque supérieure (YANG et al., 1996, OGRYZKO
et al., 1996, BANNISTER et KOUZARIDES, 1996, CHEN et al., 1997). On dénombre parmi
eux le (cAMP response element-binding protein) CREB binding protein (CBP) et son homologue
p300 (CBP/p300) (CHAKRAVARTI et al., 1996) ainsi que le CBP/p300 associated factor
(PCAF) (Figure 11B & C) (YANG et al., 1996).

Lés co-activateurs généraux sont décrits comme faisant partie de la seconde vague de co-
activateurs recrutés aux TRs (LI et al.,, 2000a, SHARMA et FONDELL, 2002, LIU et al,,
20b6b). Le recrutement du CBP/p300 est accompli par les TRs et par les membres des SRCs
(SMITH et al., 1996, IKEDA et al., 1999, LEE et al., 2003). L’AF-2 est considéré comme un
point d’interaction mineur pour CBP/p300, le point de contact majeur se situe plutét a I’AF-1
des TRs (OBERSTE-BERGHAUS et al., 2000). Tandis que PCAF est recruté par les SRCs et le
CBP/p300 (Stemef et Berger, 2000). Le modéle mécanistique actuel propose qu’en présence de
T3, les SRCs se lient au domaine AF-2 et le CBP/p300 est recruté par la suite au niveau du AF-1.
Ensuite, le CBP/p300 s’associe aux SRCs (OBERSTE-BERGHAUS et al., 2000). Ce second
contact permet, entres autres, de stabiliser les interactions entre les co-activateurs et les TRs
(TIAN et al., 2006). Par son activitt HAT, CBP/p300 permet 1’ouverture de la structure
chromatinienne et sert de lien éntre les TRs et la machinerie transcriptionnelle de base (Figure

10) IKEDA et al., 1999, TIAN et al., 2006, GOODMAN et SMOLIK, 2000, pour revue).

48



3.5.3 Les complexes multi-protéiques médiateurs et ’arrimage de la
machinerie transcriptionnelle

D’autres complexes recrutées par les TRs en présence du ligand, comme le thyroid
hormone receptor-associated protein aussi appelé vitamin D receptor interacting protein ou
activator-recruited cofactor (TRAP/DRIP/ARC) (FONDELL et al., 1996, RACHEZ et al., 1999,
ITO et al., 1999) sont impliqués dans le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base
(Figure 10) (KOTANI et al., 1998, pour revue). TRAP/DRIP/ARC est recruté par les NRs en
présence du ligand au niveau de I’AF-2 (LEE et al., 1999, CAIRA et al., 2000). La liaison aux
NRs est orchestrée en grande majorité par la sous-unité TRAP220 (REN et al., 2000).

La machinerie transcriptionnelle de base contient plusieurs complexes protéiques. Ils
sont requis afin de débuter et de maintenir la transcription par I’ARN polymérase II. Parmi eux,
on note, différents complexes nommés, basal transcription factors (TFs) dont : TFIIA, B, D, E,
F, H et K (ZAWEL et al,, 1993, ALBRIGHT et TJIAN, 2000, pour revue). Le TFIID est aussi
appelé TATA binding protein (TBP) et il posséde plusieurs sous-unités nommées TBP-associated
Jactors (TAFs) (LEMON et al., 2001). La liaison des sous-unités de TFIID se produit de maniére
tardive et correspond généralement a P’initiation de la transcription (SHARMA et FONDELL,

2000).

3.5.4 Complexes ATP-dépendants

Les complexes protéiques BRG1 et SWI/SNF (Figure 10) impliqués dans le mécanisme
d’activation transcriptionnelle ATP-dépendant ont d’abord été identifi€és chez la levure. Ils
n’apportent pas de modification post-traductionnelle aux histones mais provoquent le glissement
des nucléosomes sur ’ADN en utilisant I’énergie provenant de I’hydrolyse de I’ATP. Ces

complexes arrivent a retirer environ 50 paires de base d’une séquence enroulée dans un
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nucléosome par dixiéme de seconde en hydrolysant 10 molécules d’ATP (KASSABOV et al.,
2003). Le bout d’ADN retiré est ensuite stabilisé par des interactions avec d’autres protéines du
complexe, tout en permettant 1’accessibilité 4 cet ADN. Ce phénoméne de glissement des
nucléosomes permet 1’exposition d’une nouvelle portion de I’ADN et facilite la liaison de la
machinerie transcriptionnelle de base. La présence du complexe SWI/SNF est nécessaire afin de
promouvoir I’activité transcriptionnelle maximale des NRs (INOUE et al., 2002).

Le complexe SWI/SNF est recruté entre autres par CBP/p300 (HUANG et al., 2003).
L’arrimage du complexe SWI/SNF dépend également des modifications post-traductionnelles au
niveau des histones (BELOTSERKOVSKAYA et al.,, 2003) car ses ATPases contiennent un

bromodomaine qui s’associe aux résidus Lys acétylés des histones.

3.5.5 Les co-répresseurs

Les principaux co-répresseurs identifiés comme partenaires des TRs sont le nuclear
receptor corepressor (NCoR) (HORLEIN et al., 1995) et le silencing mediator of retinoid and
thyroid hormone receptors (SMRT) qui partagent des domaines fonctionnels semblables et une
homologie de séquence de 40% (Figure 12) (CHEN et EVANS, 1995, CHEN et al., 1996). Des
études in vitro ont démontré que les TRs possedent un plus haut degré d’affinité pour NCoR que
SMRT (CHEN et al., 1995, COHEN et al., 1998). 1l existe également d’autres molécules qui
peuvent agir comme co-répresseurs pour les TRs dans un contexte précis, soit ; Alien
(DRESSEL et al., 1999), Hairless (POTTER et al., 2001), LCoR (FERNANDES et al., 2003),

RIP-140 (CAVAILLES et al., 1995) et SUN-CoR (ZAMIR et al., 1997).

Les co-répresseurs reconnaissent les TRs et plusieurs facteurs de transcription via leurs
boites CoRNRs, contenant le motif (L/V)XX(I/V), situées dans leur région carboxy-terminale

(Figure 12) (SEOL et al., 1996, ZAMIR et al., 1996, CHEN et EVANS, 1995, NAGY et al.,
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1997, JEPSEN et ROSENFELD, 2002, pour revue). L’interaction entre les TRs et NCoR/SMRT
a pour fonction de recruter des enzymes possédant un activité HDACs et histones méthylases
(Figure 10). Le recrutement des HDACs s’effectue via les repressor domains (RDs) situés dans
leur portion amino-terminale (Figure 12) (HEINZEL et al., 1997, LI et al., 2000b). Il existe
plusieurs complexes HDACs qui sont recrutés par NCoR et SMRT. Par contre, des études
effectuées avec différents NRs démontrent que I’inhibition transcriptionnelle implique surtout
PHDAC3 (GUENTHER et al., 2000, Li et al., 2000b, ZHANG et al., 2002, LI et al., 2002,
ISHIZUKA et LAZAR, 2003). De plus, NCoR et SMRT régulent Pactivité enzymatique de
I’HDAC3. La présence des deacytyltransferase activation domains (DADs) ainsi que des
domaines SWI3-ADA2-NCOR-TFIIIB (SANT) de NCoR et SMRT sont requis afin que
I’HDACS3 atteigne son activité maximale (GUENTHER et al., 2001). La présence de la HDAC3
ainsi que de la mammalian switch-independent 3 protein (mSin3) est essentielle & 1’inhibition
transcriptionnelle des TRs (ISHIZUKA et LAZAR, 2003, YOON et al., 2003).

Les co-répresseurs NCoR et SMRT interagissent différemment avec I’ensemble des
iséformes des TRs. La région amino-terminale spécifiqueb de TRP2 établit des contacts
supplémentaires avec SMRT et NCoR au niveau de leurs RDs, et empéche aussi les HDACs
d’atteindre leur activité maximale (HOLLENBERG et al., 1996, YANG et al., 1999). Ce
phénoméne explique en partie que TRB2 soit moins apte a inhiber la transcription en absence de

T; au niveau de pTREs (HOLLENBERG et al., 1995b, SJOBERG et VENNSTROM, 1995).
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Figure 12. Les co-répresseurs des récepteurs nucléaires et leurs domaines d’interaction.
Représentation schématique des domaines structuraux des co-répresseurs des NRs ainsi que les
roles associés a chacun. Les fléches rouges indiquent les fragments correspondant aux variants
de SMRT soient : le s-SMRT et le TR/RAR associated cofactor (TRAC-1). Les différents
domaines contenus dans les co-répresseurs sont : le deacetylase activation domain (DAD) et
le SWI3/ADA2/NCoR/TFIIIB-like domain (SANT1/2), le repression domain (RD). Les sites
d’interaction des boites CoRNR/sites d’interaction des NRs (N pour NCoR et S pour
SMRT). L’image provient de (GOODSON et al., 2005)
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3.6 Mécanismes de régulation négative

Le mécanisme de répression en présence d’HTs est un domaine de recherche qui a
longtemps été quasi exclusivement associé a la régulation des génes impliqués dans I’axe HHT.
Pourtant, différentes études ont démontré que prées de 200 ARNm étaient modifiés
dépendamment des HTs au niveau hépatique et que parmi eux, 40% de ces transcrits étaient
inhibés par les HTs (SEELIG et al., 1981, FENG et al., 2000). Par contre, les mécanismes ainsi
que les protéines partenaires qui doivent étre présents dans la régulation négative ne sont que
partiellement connus, et ce, malgré que I’on croit maintenant qu’il existe un nombre égal de
génes régulés de maniere positive et négative in vivo (OPPENHEIMER et al., 1987, YEN et al.,
2003).

Comme pour les pTRESs, des protéines co-régulatrices ainsi que des modiﬁcations post-
traductionnelles des histones sont impliquées dans la régulation des nTREs (LAZAR, 2003, pour
revue). Dans le mécanisme de régulation négative, les TRs s’associent également aux co-
répresseurs NCoR et SMRT en absence de T3, mais contrairement aux pTREs, 1’association des
TRs avec les co-répresseurs sur les nTREs se traduit souvent en une augmentation de I’activité
transcriptionnelle des génes cibles. Des études ont méme démontré que la surexpression de
NCoR et/ou SMRT stimule d’avantage la transcription du promoteur de la thyrolibérine en
absence de T; (SHIBUSAWA et al., 2003a). L’importance des co-activateurs a aussi été
confirmée pour l’inhibition de la transcription en présence de T; (ONATE et al., 1995,
TAKEUCHI et al., 2002). De plus, les souris KO pour SRC-1 sont résistantes au HTs au niveau
de ’axe HHT, c’est-a-dire qu’en présence de taux élevés d’HTs circulantes, la sécrétion de
thyrolibérine et de thyréostimuline n’est pas inhibée (XU et al., 1998).

Une des hypothéses retenue pour expliquer le phénomeéne de la régulation négative au

niveau des nTREs est un mécanisme de squelching (TAGAMI et al., 1997, TAGAMI et al.,
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1999). Dans ce modéle, les complexes formés par les TRs avec les co-répresseurs feraient en
sorte de séquestrer les HDACs ailleurs qu’aux sites responsables de 1’activation de la
transcription. Ainsi, 1’activitt des HDACs n’influencerait pas 1’expression génique du
promoteur. La région promotrice impliquée dans I’activation de la transcription devient ainsi
plus propice a recevoir des HATs, par rapport aux HDACs, qui sont recrutés activement dans
des régions situées en amont. La situation inverse se produirait en présence de T;. Les TRs
seraient alors associés a leurs co-activateurs et aux HATS, au niveau de régions qui ne sont pas
en lien avec D’activation transcriptionnelle, favorisant la présence des HDACs aux régions
chaudes. Outre le réle majeur joué par le LBD, il a également été démontré que la présence d’un
DBD fonctionnel est nécessaire afin de promouvoir la régulation de pTREs ainsi que de ’axe

HHT in vivo (SHIBUSAWA et al., 2003a et b).

3.7 Autres facteurs impliqués

Les protéines co-régulatrices des TRs sont partagées avec les autres NRs ainsi ‘que
d’autres facteurs de transcription. Cette interdépendance.envers les co-régulateurs peut entrainer
des interférences dans 1’action d’autres récepteurs (BARETTINO et al., 1994, ZHANG et al.,
1996). Comme il existe un nombre limité de protéines co-régulatrices dans une cellule, il est
donc possible de croire que les NRs sont en compétition pour la liaison aux co-régulateurs. Par
exemple, en présence de T; et de I’acide 9-cis rétinoique, les TRs et les RXRs sont en
compétition pour la liaison aux co-régulateurs. Ce phénoméne a été démontré avec d’autres
membres de la superfamille des NRs (BEATO et al., 1995, pour revue). Le résultat serait une

diminution de I’activation de la transcription dans les deux cas.
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4 La protéine GRP1

Le general receptor of phosphoinositides-1 (GRP1) ou ARF nucleotide-binding-site
opener 3 (ARNO3) a été découvert lors d’expériences dont le but était d’identifier de nouvelles
protéines liant les phosphoinositides (FRANCO et al., 1998). GRP1 a pour effet de moduler
Pactivité de certains ADP-ribosylation factor (ARFs) par la catalyse de I’échange nucléotidique
du GDP par le GTP. La localisation de GRP1 est principalement cytoplasmique, mais on en
retrouve aussi au noyau (CLODI et al., 1998, VENKATESWARLU et al., 1998, LANGILLE et
al., 1999, OATEY et al., 1999). GRP1 est recrut¢ a la membrane plasmique suite & une
stimulation de la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) par des facteurs de croissance.

comme I’insuline (VENKATESWARLU et al., 1998, CLODI et al., 1998, OATEY et al., 1999).

4.1 La structure et le profil d’expression de GRP1

La protéine GRP1 est membre de la famille des cytohésines et posséde trois domaines :
un domaine hélicoidal (ou coil-coiled), le domaine Sec7 et le pleckstrin homology domain (PH)
(Figure 13). Le domaine Sec7 localisé dans la région centrale de GRP1 est commun a la
cytohésine-1. Il est responsable de la liaison de GRP1 aux ARFs ainsi que de I’échange
nucléotidique. La portion carboxy-terminale de GRP1 contient un domaine PH suivi d’une
séquence d’acides aminés polybasiques. Le domaine PH est responsable de la reconnaissance
par GRP1 des phosphoinositides de la membrane (VENKATESWARLU et al., 1998): il
posséde une tres forte affinité bour le phosphoinositide-3,4,5-triphosphate et une affinité moins
importante pour le phosphotidylinositol 4,5-bisphosphate (VENKATESWARLU et al., 1998,
KLARLUND et al., 2000). On ignore le rdle joué par les acides aminés polybasiques de GRP1,

mais on croit qu’ils jouent un rdle dans la fonction du domaine PH.
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GRP1 est exprimé de maniére quasi ubiquitaire (FRANCO et al., 1998). Des niveaux
plus faibles d’expression sont observés au niveau hépatique, du thymus et des lymphocytes
circulants (KORTHAUER et al., 2000). GRP1 est également exprimé dans la lignée pré-

adipocytaire murin 3T3-L1 (CLODI et al., 1998).
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Figure 13: Les domaine de GRP1. Représentation schématique des domaines structuraux de
GRP1 ainsi que les roles associés a chacun. La protéine GRP1 contient un domaine coil-coiled
(CC) suivi d’un domaine Sec7 et un domaine pleckstrin homology domain (PH). L’image a été
modifiée a partir de (POIRIER et al., 2005).
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4.2 Les effets et partenaires de GRP1

Le rdle le mieux connu de GRP1 est celui de facteur d’échange nucléotidique pour la
protéine ARF. Les ARFs soﬁt de petites protéines G monomériques qui appartiennent a la
famille Ras (ENOMOTO et GILL, 1980, KAHN et GILMAN, 1984). Il existe cinq protéines
ARFs chez ’homme qui sont classées en trois groupes selon leur homologie de séquence et de
structure. La classe I contient les ARFs 1 et 3. Elles sont impliquées dans les voies de sécrétion
ainsi que dans 1’assemblage du manteau des vésicules (ROTH et al., 1999, pour revue). La classe
II contient ARF4 et ARFS dont on ignore présentement la fonction. La classe III posséde un seul
membre, ARF6, qui est impliqué dans ’endocytose ainsi que dans le recyclage membranaire et
dans I’assemblage du cytosquelette d’actine (COTTON et al., 2006).

Pour passer d’un état inactif li€¢ au GDP, a un état actif 1i€¢ au GTP, les ARFs ont besoin
de protéines accessoires. Il existe deux familles de protéines qui stimulent I’échange et ’activité
GTPasique des ARFs soit : les cytohésines et les centaurines (HAWADLE et al., 2002, pour
revue). GRP1 posséde 80% d’homologie avec les cytohésines et il favorise I’échange
nucléotidique de ARF1 et ARF5 et de ARF6 lors d’essais in vitro (FRANCO et al., 1998,
KLARLUND et al., 1998). La surexpression de GRP1 cause le désassemblage de I’appareil de
Golgi et de ses protéines résidentes; ces effets impliquent les ARF1 et ARF5. Au niveau
cellulaire, GRP1 se co-localise avec ARF6 a la membrane cyfoplasmique suite a ’activation de
la voie de I’IP3K (LANGILLE et al., 1999).

GRP1 posséde deux protéines d’échafaudage soit: GRPI-associated scaffold protein
(GRASP) et GRPI signaling partner 1 (GRSP1). L’expression de GRASP est induite par ’acide
rétinoique et on retrouve de hauts niveaux de GRASP.au cerveau (NEVRIVY et al.,, 2000). Le

role de GRASP serait de cibler et ancrer GRP1, au niveau de la membrane cytoplasmique, par
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son interaction avec le domaine CC. GRSPI, est une protéine qui se co-localise avec GRPI,

suite a P’activation de la voie de signalisation de I’insuline (KLARLUND et al., 2001).

5 La protéine RanBPM

Une forme tronquée de la protéine Ran binding protein in microtubules (RanBPM),
RanBPMS55 (pour son poids moléculaire de 55-kDa), fut d’abord identifiée suite a un criblage
double-hybride chez la levure en utilisant la protéine Ran comme appat (Figure 14)
(NAKAMURA et al, 1998). Des études de surexpression menées avec RanBPMSS ont
démontré que la protéine était localisée dans les centrosomes et interagissait de maniére
spécifique avec le Ran-GTP. La surexpression de la protéine RanBPMSS5 entrainait la production
-d’une localisation sous forme de points ectopiques qui étaient co-localisés avec la tubuline-y.

" Par la suite, la protéine-compléte a été découverte RanBP9/RanBPM90 (pour son poids
moléculaire de 90-kDa) (Figure 14) (NISHITANI et al., 2001). La protéine compléte interagit
trés faiblement avec le Ran-GTP. De plus, la localisation cellulaire de la protéine compléte a été
étudiée et aucune fluorescence dans le centrosome ni de co-localisation avec la tubuline-y n’ont
été observées. La fluorescence spécifique & RanBPM est localisée aux niveaux de 1’espace péri-
nucléaire, du noyau et du cytoplasme. La fluorescence retrouvée au noyau est jugée plus
importante que celle retrouvée dans le cytoplasme ou dans 1’espace péri-nucléaire (NISHITANI

etal., 2001).
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Figure 14: Les domaines de RanBPM et RanBPMS5S5. Représentation schématique des
domaines structuraux de RanBPM et RanBPM35. Au niveau de I’amino-terminus de RanBPM
on retrouve une région polyglutaminé (aa 5-131), ensuite, les domaines SPRY, LisH, et les

motifs CTLH et CRA. L’image a été modifiée a partir de (POIRIER et al., 2006b).
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Tous les autres Ran binding proteins (RanBP) identifiés a ce jour possedent des
caractéristiques différentes de celles de RanBPM. Les RanBPs ont la particularité de contenir un
ou plusieurs domaines RanBP1 qui possédent une homologie au domaine PH. La localisation des
RanBPs est principalement cytoplasmique et on leur associe des roles dans la régulation du
transport nucléocytoplasmique ainsi que dans les fonctions du centrosome, en lien avec la

protéine Ran (KUTAY et al., 2000, GUARGUAGLINI et al., 2000).

5.1 La structure et le profil d’expression de RanBPM

La protéine RanBPM contient plusieurs domaines qui sont impliqués dans les
interactions protéine-protéine. En amino-terminal on retrouve la région polyglutaminée, qui
correspond a une longue chaine de prolines et d’alanines suivie de plusieurs résidus glutamine
(Figure 14). Le domaine Dictyostelium discoiduem kianse splA and mammalian Ca2+-release
channels ryanodine receptors (SPRY) (PONTING et al, 1997) posséde une nouvelle
nomenclature. On le qualifie maintenant de domaine BR30.2 (WOO et al., 2006). Ce domaine a
été découvert dans une protéine qui est codée par un exon au niveau du human class I major
histocompatibility complex region (VERNET et al., 1993). Les domaines SPRY et BR30.2 sont
trés homologues. Le domaine SPRY est plus court en son amino-terminal que le BR30.2 si bien
que le domaine SPRY apparait donc maintenant comme un sous-domaine du BR30.2. L’analyse
de la séquence de RanBPM a P’aide des moteurs d’analyses Pfam (BATEMAN et al., 2004) et
SMRT (SCHULTZ et al., 1998) confirme la présence d’un domaine BR30.2 (WOO et al., 2006).

RanBPM contient un domaine Lis/-homologous (LisH) associé au motif C-Terminal to
LisH (CT;H) ainsi qu’un motif CT11-RanBPM (CRA). Ces domaines sont impliqués dans des
interactions protéine-protéine (PONTING et al., 1997, WEBER et VINCENZ, 2001, Gerlitz et
al., 2005, YUAN et al., 2006, MENON et al., 2004). Leurs fonctions et partenaires sont peu

connus.
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RanBPM est une protéine ubiquitaire. Par contre, on observe des variations dans ses
niveaux d’expression dans certains tissus. La protéine RanBPM semble fortement exprimée dans
les lignées de prostate et dans les testicules (RAO et al., 2002) ainsi que dans plusieurs lignées
de cancer du sein (EMBERLEY et al., 2002). On en retrouve peu dans les tissus musculaires
(DENTI et al., 2004). On détecte également la présence de RanBPM au cerveau (MENON etal,

2004, DENTI et al., 2004) et dans les neurones progéniteurs (BRUNKHORST et al., 2005).

5.2 Les partenaires d’interaction de RanBPM

La majorité des articles concernant RanBPM débutent par une expérience de double-
hybride chez la levure. Donc, bien que la revue de la littérature concernant RanBPM contienne
38 publications a ce jour, les roles et effets de RanBPM au niveau physiologique demeurent
- obscurs. Les publications présentent en grande majorité, la caractérisation d’une nouvelle
interaction a laquelle on ajoute quelques expériences de surexpression de RanBPM ou de formes
tronquées de la protéine dans des lignées cellulaires. De plus, aucune équipe (mis a part celle
impliquée dans la découverte de RénBPM) n’a publié plus d’un article faisant suite a la
découverte de RanBPM comme nouveau partenaire d’interaction (UMEDA et al., 2003, YUAN
et al., 2006). Ce que l’on peut dire c’est que RanBPM est probablement une protéine
multifonctionnelle. L’ensemble des partenaires de RanBPM humain et murin, sera présenté a
I’aide de tableaux. Ils résumeront la littérature concernant les interactions entre RanBPM, les
récepteurs transmembranaires et leurs protéines accessoires (Tableau 2), les facteurs de
transcription et leurs co-régulateurs (Tableau 3), les autres protéines et enzymes partenaires
(Tableau 4). I est a noter que la protéine RanBPM a également été isolée comme partenaire de
différentes protéines exprimées au niveau du virus de I’hépatite B (LIN et al., 2006) et chez la
plante aquatique Marsilea vestita (KLINK et WOLNIAK, 2003). Les découvertes en lien avec

mon projet de doctorat seront discutées de maniére plus détaillée.
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5.2.1 Les récepteurs transmembranaires et leurs protéines d’échafaudage

RanBPM interagit au niveau du domaine cytoplasmique de plusieurs récepteurs
transmembranaires (Tableau 2). Parmi eux on remarque que RanBPM interagit avec de
nombreux récepteurs a protéine tyrosine kinase (RPTK) qui utilisent la voie de signalisation des
MAPKs (WANG et al,, 2002, YUAN et al,, 2006). De plus, RanBPM interagit avec des
protéines impliquées dans la voie des MAPKSs : Sos (WANG et al., 2002), Raf (JOHNSON et
al., 2006). Plusieurs équipes ont également identifié RanBPM comme partenaire de molécules
d’adhésion, comme les intégrines (DENTI et al., 2004, CHENG et al., 2005). En se basant
seulement sur les fonctions des récepteurs transmembranaires et molécules d’adhésion
partenaires de RanBPM, on pourrait croire que RanBPM est impliqué dans plusieurs processus
qui touchent la rhigration cellulaire de différents types cellulaires, dont les neurones et les
lymphocytes (WANG et al., 2002, DENTI et al., 2004, CHENG et al., 2005, YUAN et al., 2006)
ainsi que la croissance cellulaire (CHENG et al., 2005, HAFIZI et al., 2006, JOHNSON et al.,
2006, TOGASHI et al., 2006). Les fonctions de RanBPM au niveau des voies de signalisation et
de récepteurs transmembranaires pourraient également influencer les actions non génomiques

des HTs qui sont décrites a la section 3.1.
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Tableau 2. Les récepteurs transmembranaires et leurs protéines d’échafau&age partenaires de RanBPM

Molécule d’adhésion
des neurones

contenant le domaine
SPRY) interagit avec le
domaine cytoplasmique
deL1.

354) co-localise avec
L1 auniveau de la
membrane
cytoplasmique.

diminution de la croissance et des
branchements des neurites en lien avec L1.

Protéines Fonction Caractéristiques de Localisation de Effets de la surexpression de Référence
partenaires de Pinteraction avec RanBPM RanBPM
RanBPM RanBPM
MET Le HGF, son ligand, stimule la | RanBPM interagit au RanBPM exogéne se | La surexpression de RanBPM stimule la WANG,
voie des MAPKSs et favorise la | niveau du site localise 4 la réponse du HGF. Elle favorise la migration | 2003
RPTK migration cellulaire. d’encharge des membrane cellulaire ainsi que I’activité
protéines adaptatrices cytoplasmique. transcriptionnelle au niveau d>un SRE-Luc.
& du récepteur MET.
Son of sevenless Stimule I’échange du -GDP au | Le domaine SPRY de - -
(Sos) -GTP de la protéine G RanBPM interagit avec
monomérique Ras. Sos.
Protéine
d’échafaudage.
p75NTR L’activation du p75NTR par - - - BAI 2003
une neurotrophine en absence
RPTK du Trk spécifique a cette
neurotrophine induit
I’apoptose.
Lymphocytes Récepteur d’adhésion des RanBPM interagit avec | RanBPM endogéne RanBPM est phosphorylé sur des résidus DENTIL,
Sfunction-associated cellules lymphocytaires. 11 le domaine est localisé 4 la sérines par LFA-1 lors de I’induction d’un 2004
antigen-1 influence la mobilité, la cytoplasmique de la membrane stress cellulaire. La surexpression de
(LFA-1) prolifération, la différenciation | sous-unité 2. cytoplasmique. RanBPM stimule la voie de signalisation de
et la survie cellulaire. ) LFA-au niveau de la régulation du
Récepteur promoteur AP-1.
transmembranaire
hétérodimérique a
sous-unités oy et f2
L1 Elle favorise la croissance etla | La portion amino- La surexpression de La surexpression de RanBPM (aa 117-354) | CHENG,
migration des neurones. terminale (aa 117-354, RanBPM (aa 117- inhibe I’activation des kinases et cause une | 2005
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Tableau 2. (suite) Les récepteurs transmembranaires et leurs protéines d’échafaudage partenaires de RanBPM (suite)

de Dec-1E

Protéines Fonction Caractéristiques de Localisation de Effets de la surexpression de Référence
partenaires de Pinteraction avec RanBPM RanBPM
RanBPM RanBPM
Raf Protéine responsable de - - La surexpression de RanBPM et de Raf JOHNSON,
Pactivation de MEK1/2 par sa inhibe la transcription du géne codant de la | 2006
Kinase phosphorylation. MyoD-directed.
Axl et Sky Le domaine extracellulaire de RanBPM est un - - HAFIZI,
Ax1/Sky est homologue a celui | partenaire constitutif du 2006
de L1. IIs sont impliqués dans récepteur Axl. Une
Sous-famille des la croissance et la migration construction de
RPTKs cellulaire. RanBPM sans le
domaine SPRY et LisH
n’interagit pas avec
Tropomyosin-related | Son activation stimule la voie Le domaine SPRY de - La surexpression de RanBPM inhibe YUAN,
kinase (TtkA) des MAPKSs, la PI3K ainsi que | RanBPM interagit avec I"activité transcriptionnelle induite par le 2006
la PLC~y par Sema3A. le domaine NGF.
Récepteur des cytoplasmique de TrkA.
neurotrophines
Plexine-A (PlexA) Son activation cause la Une portion de la région - La surexpression de RanBPM et de PlexA TOGASHI,
réduction des ramifications des | amino-terminale de induit la contraction des axones et inhibe 2006
cellules non-neuronales et RanBPM (aa 207-492, leur croissance en absence de Sema3A. Par
inhibe la croissance axonale qui ne contient pas la contre, une construction de RanBPM (aa 1-
Récepteur de la des neurones. région polyG, ni le 333) stimule la croissance axonale de
sémaphorine3A domaine SPRY maniére indépendante & Sema3A.
(Sema3A) complet) interagit avec
le domaine
cytoplasmique de
PlexA.
Dectine-1 isoforme E | On en sait peu sur sa fonction. | Une portion de I’amino- | RanBPM-pEGFP - XIE, 2006
(Dec-1E) terminus de RanBPM surexprimé est co-
(aa 133-402, contenant | localisé avec le Dec-
le domaine SPRY) est 1E 2 la membrane
Récepteur suffisante pour cytoplasmique.
transmembranaire de I’interaction avec le C-
type II & la lectine type lectin-like domain




5.2.2 Les facteurs de transcription et les co-régulateurs

RanBPM a été identifié comme étant un partenaire de plusieurs facteurs de
transcription comme p73a (KRAMER et al., 2005) ainsi qu’'un membre de la
superfamille des NRs, le AR (Tableau 3) (RAO et al., 2002). En plus de stimuler
Pactivité transcriptionnelle des ARs en présence de 1’agoniste R1881, RanBPM agit
également comme un co-activateur des GRs en présence de dexaméthasone. Par contre,
RanBPM n’a aucun effet sur l’activation dépendante du ligand des récepteurs de
I’estrogéne (ERa/B) (RAO et al., 2002).

RanBPM interagit également avec différents co-régulateurs dont plusieurs
sérine/thréonine kinases nucléaires ;: Mirk/Dirk1B (ZOU et al., 2003), HIPK2 (WANG et
al., 2002). Une équipe a aussi démontré que RanBPM est un partenaire d’interaction de
TAF4, une sous-unité du complexe TFIID (BRUNKHORST‘ et al., 2005). Ceci est
intéressant pour notre domaine d’étude quand on considére que TFIID est recruté au
niveau dé plusieurs promoteurs ou ’on retrouve des HREs et qué sa présence est
importante pour 1’expression génique régulée par le RAR, le TR et le VDR (voir section
3.5.3) (MENDUS et al., 1997, FELINSKI et QUINN, 2001, HERMANSON et al., 2002,

pour revue).
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Tableau 3. Les facteurs de transcription et les co-régulateurs partenaires de RanBPM

kinase
(Mirk)/Dyrk1B

Sérine/thréonine
kinase nucléaire de la
méme famille que

HIPK2

transcription. Ex : CREB

terminale de RanBPM (aa 480-520) |

interagit avec une région commune
a Mirk/Dyrk1A et a HIPK2.

RanBPM et Mirk diminue
Pactivité
transcriptionnelle du SRE.

Protéines Fonction Caractéristiques de Localisation de Effets de RanBPM en Référence
partenaires de Pinteraction avec RanBPM RanBPM surexpression
RanBPM
Homeo-domain- Co-répresseur des facteurs de - RanBPMS55 exogéne est - WANG, 2002
interacting protein transcription contenant des co-localisé au noyau
kinase 2 (HIPK2) homéodomaines. avec HIPK2.
Sérine/thréonine
kinase nucléaire de la
méme famille que
Mirk/Dyrk1B
AR et GR Facteur de transcription dont | Larégion amino-terminale et le - RanBPM et surtout une RAO, 2002
Pactivité est dépendante de la | DBD du AR interagissent avec le construction de RanBPM
présence du ligand domaine SPRY de RanBPM. La (aa 148-729, sans la
(androgénes ou présence d’un agoniste des ARs région polyglutaminée)
glucocorticoides, favorise la liaison de RanBPM. stimule 1’activité
Membres de la respectivement). ' . ’ transcriptionnelle des ARs
superfamille des et des GRs. Aucun effet
récepteurs nucléaires sur les ERs.
Minibrain-related Co-activateur des facteurs de | Une portion de la région carboxy- - La co-transfection de Z0U, 2003
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Tableau 3. (suite) Les facteurs de transcription et les co-régulateurs partenaires de RanBPM (suite)

Protéines Fonction Caractéristiques de Localisation de Effets de RanBPM en Référence
partenaires de Pinteraction avec RanBPM RanBPM surexpression
RanBPM
Cyclin-dependent Kinase qui participe a la Le domaine SPRY de RanBPM RanBPM exogéne (aa CDK11"® phosphoryle MIKOLAJCZYK,
kinase 11P% régulation transcriptionnelle | interagit une portion de CDK117* | 60-729) se localise au | RanBPM. 2003
de protéines impliquées dans | qui contient le domaine catalytique | noyau et dans la région
(CDK117%) le cycle cellulaire/apoptotose. | et le site de liaison a’ATP. péri-nuléaire.
p73a Facteur de transcription qui RanBPM (aa 112-408 contenant les | RanBPM exogéne est La surexpression de KRAMER, 2005
lors de dommages 4 ’ADN domaines SPRY et LisH) interagit | principalement localisé | RanBPM inhibe
Facteur de est stabilisé pour ensuite dans la région carboxy-terminale de | au cytoplasme. La co- I’ubiquitination de p73a et
transcription p53- jouer un rdle dans la balance | p73a. transfection de p73a et | stimule son activité
related de I’arrét du cycle RanBPM n’interagit pas avec p53. | RanBPM augmente la transcriptionnelle. Ceci &
cellulaire/ou I’ apoptose. localisation nucléaire de | pour effet d’inhiber la
RanBPM. croissance cellulaire et de
favoriser I’apoptose.
TAF4 TAF4 est essentielle a RanBPM (aa 1-388, contenant la RanBPM endogéne se La co-transfection de BRUNKHORST,
I’activité transcriptionnelle de | région polyglutaminée et le localise an noyau aux RanBPM (aa 60-729) et 2005
Une sous-unité de plusieurs facteurs de domaine SPRY ainsi qu’une portion | niveau des mémes TAF4 provoque
TFIID transcription Ex. CREB, du LisH) interagit avec la région populations de neurones | I’augmentation du nombre
RAR, TR. carboxy-terminale de TAF4 que TAF4. de neurites primaires.

responsable de la stimulation de
’activité transcriptionnelle de
TFIID.




5.2.3 Les autres protéines et enzymes partenaires

La protéine RanBPM a été isolée comme étant un nouveau partenaire d’interaction de
certaines enzymes. La localisation cellulaire des protéines partenaires de RanBPM peut étre
membranaire (LUTZ et al., 2003, WU et al., 2006, KABIL et al.,, 2006), cytoplasmique
(EMBERLEY et al., 2002, MENON et al., 2004, JANG et al, 2004) ou nucléaire
(GREENBAUM et al., 2003, SHIBATA et al., 2004). En lien avec mon projet on note que
RanBPM interagit avec une déubiquitinase & substrat spécifique, USP11 (IDEGUCHI et al.,
2002). Les déubiquitinases sont des protéases spécifiques a 1’ubiquitine (CIECHANOVER,
1998, pour revue). L’interaction entre RanBPM et USP11 a un effet protecteur sur la dégradation
de RanBPM par le protéasome (IDEGUCHI et al., 2002). De plus, ’interaction entre le facteur
de transcription p73c. et RanBPM inhibe la dégradation de p73a et stimule ainsi son activité

- transcriptionnelle (KRAMER et al., 2005).
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Tableau 4. Les enzymes et autres protéines partenaires des RanBPM

plusieurs points de
contacts sur la calbindin
Dok

Protéines Fonctions Caractéristiques de Localisation de Effets de RanBPM en Référence
partenaires de Pinteraction avec RanBPM surexpression
RanBPM RanBPM
Ubigquitin-specific Membre de la famille des ubiquitines | Le domaine SPRY de - RanBPM est ubiquitinylé et IDEGUCHI,
protease (USP11) protéases. RanBPM est suffisant a dégradé par le protéasome. 2002
I’interaction. RanBPM est déubiquitiné in vitro
Déubiquitinase 2 par USP11.
substrat(s) spécifique(s)
Psoriasine Protéine liant le calcium, impliquée RanBPMS5S interagit avec - L’expression de ’ARNm de EMBERLEY,
dans la croissance, le chemotactisme, | la psoriasine. RanBPM est plus importante au 2002
Membre de la famille I’adhésion cellulaire et le niveau des tumeurs et des
des protéines S100 cytosquelette d’actine. Fortement carcinomes invasifs du sein
exprimée dans les cancers du sein pré- (humain) que dans les tissus
invasifs. ) ) normaux.
Nucleoside triphosphate | Une NTPDase qui influence Le domaine SPRY de RanBPM endogéne est co- La co-transfection de RanBPM et | WU, 2006
diphosphohydrolase 1 I’activation du récepteur P2 est lui- RanBPM est suffisant & localisé avec CD39 au de CD39 inhibe Iactivité
(CD39) méme responsable de la régulation de | I'interaction. niveau de la membrane NTPDase de CD39.
I’adhésion des cellules vasculaires et cytoplasmique des
Ecto-nucléosidase immunes dans les processus lymphocytes-B humains.
(NTPDase) d’inflammation.
Two hybrid associated | La hMuskelin est importante dans - RanBPM exogéne se La surexpression de la UMEDA, 2003
protein No. 1 (Twal) et | I’adhésion des cellules aux matrices. localise au noyau. hMuskeline provoque la
I’homologue humain de | Twal et la Muskelin possédent des translocation de RanBPM et
la muskeline murine domaines LisH-CTLH. Twal dans le cytoplasme.
(hMuskelin)
Calbindin Dgx Module des canaux calciques et Le peptide LASIKNR qui - - LUTZ, 2003
I’activité des neurones. correspond & une portion
en 5’ du domaine CTLH a
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Tableau 4. (suite) Les enzymes et autres protéines partenaires des RanBPM (suite)

Protéines Fonctions Caractéristiques de Localisation de Effets de RanBPM en Référence
partenaires de Pinteraction avec RanBPM surexpression
RanBPM RanBPM
Prophobilinogen Une enzyme limitante dans la L’interaction entre PBGD - | La PBGD et RanBPM sont - GREENBAUM,
deaminase (PBGD) biosynthése de I’héme. Les niveaux et RanBPM ne demande principalement retrouvés au 2003
d’expression de cette protéine sont pas la présence du noyau.
élevés dans plusieurs tumeurs domaine CTLH.
humaines.
Fragile X mental Son absence cause le syndrome du La région carboxy- RanBPM endogéne est - MENON, 2004
retardation protein fragile X. Le FMRP établit un réseau | terminale de FMRP retrouvé au niveau du cortex
(FMRP) complexe d’interactions avec (hautement chargée et ol | cérébral et dans les cellules
PARNm. la liaison a I’ARN de Purkinje.
s’effectue) interagit avec :
domaine CRA de
RanBPM.
Polo-like kinase (Plk) Role dans la progression de la phase RanBPMS55 interagit avec | RanBPMS55 exogene est co- | RanBPMS55 mais pas Ran est JANG, 2004
mitotique. les boites polo 1 et 2 localis¢ avec la Plk dans les | phosphorylé par la Plk in vitro.
Une Sérine/thréonine situées en carboxy- centrosomes.
kinase terminal de la Plk. La
protéine Ran est aussi un
partenaire de la Plk.
Sperm membrane Son rdle est peu connu. L’interaction avec RanBPM55 exogéne est co- - TANG, 2004
protein (ASMP-1) RanBPMSS se fait vig la localisé avec hSMP-1 dans
région carboxy-terminale | la région péri-nucléaire et
de hSMP-1. forme des speckles
Germline specific RNA | Elle est impliquée dans le RanBPM murin (aa 72- RanBPM murin endogéne - SHIBATA,
helise, le produit de développement des cellules 653) interagit avec la est co-localisé avec le Mvh 2004
mouse vasa homolog germinales males. région amino-terminale de | dans la région péri-nucléaire
(Mvh) Mvh. et ils sont associés aux corps
chromatoides dans les
Hélicase ATP- testicules.
dépendante
Cytathionine B-synthase | CBS est impliqué dans la premiére RanBPM posséde - - KABIL, 2006
(CBS) étape de transulfuration des plusieurs sites
métabolites toxiques. d’interaction avec CBS.




Partie 11

OBJECTIFS DE RECHERCHE

72



6 Objectifs de recherche

L'importance des glandes endocrines n'est plus & démontrer, les recherches de par le
monde ne cessent de nous en faire découvrir les aspects importants. La présente étude veut
s'inscrire dans cette démarche. L’objectif général de recherche du laboratoire est de mieux
comprendre les mécanismes d’action des hormones thyroidiennes. Dans cette optique, nous
tentons d’identifier et de caractériser des nouveaux partenaires des TRs.

Mon projet de recherche porte sur la caractérisation de !’interaction entre GRP1 et

RanBPM et les TRs et sur I’étude de leurs fonctions et mécanismes d’action.

6.1 Résumés des travaux antérieurs et problématiques

C’est I’étudiante a la maitrise, Geneviéve Hamann qui a débuté les études concernant la
protéine GRP1. Elle a étudié son expression (Northern blot et dot blot) en plus d’avoir effectué
la caractérisation des domaines de GRP1 requis pour I’interaction avec les TRs en utilisant des
essais de précipitation & la GST. Elle a conclu ses études en effectuant des essais
transcriptionnels sur des pTREs et n'TREs couplés & un géne rapporteur a la luciférase.

Ma participation dans le projet concernant la protéine GRP1 a débuté lors de la
caractérisation finale de I’interaction. J’ai effectué les clonages des constructions DBDonly-GST
et IDBD-GST ainsi que les essais de précipitation a la GST qui ont permis de démontrer hors
de tout doute que le DBD était suffisant et essentiel a I’interaction entre les TRs et GRP1. Par la
suite, j’ai confirmé la présence de GRP1 au niveau nucléaire, des études de fractionnnement
cellulaire et, par buvardage de type Western. J’ai aussi démontré que 1’interaction entre les TRs
et GRP1 dans des cellules non-transfectées était présente au niveau du cytoplasme et du noyau.

Ensuite, j’ai caractérisé le mécanisme d’action de GRP1 par des essais de précipitation a la GST
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qui ont démontré que GRP1 n’influengait pas la formation des diméres TR/TR ou TR/RXR. J’ai
également effectué la mise au point requise afin de prouver irn vitro que GRP1 agissait comme
un compétiteur du TRE DR+4 pour la liaison des TRs. Cette technique d’essais de précipitation
a la GST modifiée n’avait jamais été effectuée dans le laboratoire. Par des essais de précipitation
a la GST, nous avons aussi déterminé que GRP1 était un partenaire des PPARs. J’ai activement
participé aux tdches entourant la publication de I’article GRP1 tant au niveau de I’analyse des
données qu’a ’écriture avec le Dr Langlois ainsi qu’a 1’élaboration des figures de méme qu’aux
corrections.

J’ai entamé les études entourant la protéine RanBPM avec 1’aide de Dr Liette Laflamme.
Jai étudié les domaines impliqués dans I’interaction entre les TRs et RanBPM ainsi que ’effet
du ligand (in vitro et dans des extraits cellulaires). Afin de confirmer 1’interaction entre les TRs
et RanBPM j’ai effectué des co-immunoprécipitaions dans des cellules non-transfectées. Suite &
la confirmation de I’interaction, j’ai mené des essais transcriptionnels avec des pTREs et des
nTREs couplés au géne rapporteur luciférase. J’ai réalisé I’analyse des résultats et I’écriture des
manuscrits aiﬁsi que la composition des figures des articles concernant RanBPM. Les travaux
visant 4 déterminer le rle de RanBPM dans la régulation de I’axe HHT ont été réalisés avec
I’aide de Myléne Brunelle lors d’un stage d’été qu’elle effectuait sous ma supervision. Par des
essais de précipitation & la GST, nous avons également déterminé que RanBPM était un
partenaire des PPARs.

J’ai également travaillé a la continuation des expériences qui tentent de préciser le
mécanisme d’action de RanBPM comme un co-activateur classique. Tout d’abord en démontrant
que RanBPM est un partenaire des SRCs mais pas de mCBP en essai de précipitation a la GST.
Par la suite, j’ai étudié I’effet de la co-transfection de RanBPM et des co-activateurs classiques

en essais transcriptionnels couplés a un géne rapporteur.
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Article #1

GENERAL RECEPTOR FOR PHOSPHOINOSITIDES 1, A NOVEL REPRESSOR
OF THYROID HORMONE RECEPTOR ACTION THAT PREVENTS
DEOXYRIBONUCLEIC ACID BINDING

Poirier MB, Hamann G, Domingue ME, Roy M, Bardati T, Langlois MF. Mol Endocrinol.
2005 Aug;19(8):1991-2005. (Facteur d’impact (2005): 5.708)
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Poirier M-B et al. GRP1, a novel repressor of thyroid hormone action

SUMMARY

Thyroid hormone receptors (TR) bind to response elements (TREs) located in the promoter
region of target genes and modulate their transcription. The effects of TRs require the presence of
coregulators that act as adaptor molecules between TRs and complexes that are involved in
chromatin remodeling or that directly contact the basal transcription machinery. Using the yeast
two-hybrid system, we identified a new interacting partner for TRs: GRP1 (general receptor for
phosphoinositides-1), a nucleotide exchange factor, that had never been shown to interact with
nuclear receptors. We reconfirmed the interaction between TRs and GRP1 in yeast and GST pull-
down assays, and determined the areas of TRs and GRP1 involved in the interaction. Co-
immunoprecipitation studies demonstrated that the interaction between GRP1 and TRs takes
place in the cytoplasm and the nucleus of mammalian cells. To assess functional consequences of
the interaction, we used transient transfection of CV-1 cells with TR and GRP1 expression
vectors and luciferase reporter genes. On pdsitive TREs (TRETK, LYSX2, DR+4), GRP1
decreased activation by 45-60%. On the negative TREs (TRH, TSHa) it increased repression by

blunting the activation in the absence of T3, except for TRPB2 that was not affected. Using EMSA,

we have determined that addition of GRP1 diminishes the formation of TR/TR homodimers and
TR/RXR heterodimers on TREs which could explain the effect of GRP1 on transcription.
Furthermore, protein interaction assays using increasing concentrations of double-stranded TREs
show a dose-dependent decrease of the interaction between GRP1 and TRs. The
homo/heterodimers formed by TRs and RXRa were not influenced by the presence of GRP1, also
suggesting that GRP1 rather interferes directly with DNA-binding. Taken together, these data
provide evidence that GRP1 is a new corepressor for TRs, which modulates both positive and

negative regulation by T3 by decreasing TR-complex formation on TREs.
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INTRODUCTION

Thyroid hormones (THs) produce important physiological effects in development, growth

and homeostasis. Cellular effects of THs are principally mediated by the binding of T3 to thyroid

hormone receptors (TRs) which are part of the nuclear receptor superfamily of ligand-dependent
transcription factors (1). It is well described that most effects of THs are due to the regulation of
target gene expression by thyroid hormone receptors. In addition, there is evidence that thyroid
hormones also have rapid non-genomic pathways involving cytoskeletal remodelling,
mitochondrial respiration, and several signalization pathways (2).

In vertebrates, two genes code for TRs: c-erbAa and c-erbAB, from which three active
isoforms are derived: TRal, TRBi and TRP2. TRs share similar domain organization than other
nuclear receptors (Fig. 1A). The N-terminal transactivation region (domain A/B) is the least
conserved between TR isoforms and responsible for some of their functional differences (3, 4).
The DNA-binding domain (DBD, domain C) of TRs is composed of two zinc fingers and is
mainly responsible of the recognition of the thyroid hormone response element (TRE), a
consensus DNA sequence located in the promoter region of target genes. The hinge region
(domain D) contains the nuclear localization signal and interacts with corepressors. Finally, the

carboxyl-terminal ligand-binding domain (LBD, domain E/F) is responsible for the binding of T3,

dimerization and recruitment of some coactivators.

Recent years have yielded prolific results in the discovery of partners for nuclear
receptors, including TRs, Which are important for the mediation of their transcriptional effects.
These proteins, corepressors and coactivators, are crucial in thyroid hormone action and generally

act as adaptor molecules between TRs and complexes that are either involved in chromatin
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remodelling or recruitment of the basal transcription machinery (5, 6). Most known coregulators
interact with the hinge region or LBD of nuclear receptors; this may be due in part to the receptor
domains that have been used as bait to screen libraries for new partners. However, other binding
sites for coregulators have been described. For example, the N-terminus of TRB2 interacts with
the silencing domain of the corepressor SMRT and this interaction blocks the recruitment of
other components of the corepressor complex (7). Recently, some coregulators have been
described to interact with the DBD of nuclear receptors: the histone acetyl-transferase PCAF (8),
GT198 that acts like a tissue-specific coactivator (9) and PSF, a corepressor which recruits Sin3A
to TRs (10).

In order to identify new interacting partners for TRs, we screened a human foetal brain
cDNA library in a yeast two-hybrid system, using the DBD and a ;mall region of TRB2 N-
terminus as bait. We identified GRP1 (general receptor for phosphoinositides-1), a nucleotide
exchange factor for ARF (ADP-ribosylation factor) (11), as a new TR interacting-partner. GRP1,
also known as ARNO3, is a member of the cytohesin family. Although its functions are not yet
well defined, GRP1 has been found to participate, with ARF6, to the formation of membrane
ruffles (12, 13). Overexpression of GRP1 induces the disassembly of the Golgi complex,
suggesting that ARF1 is also a potential substrate of GRP1 (11).

In this report, we describe for the first time and characterize the interaction between GRP1

and TRs, and explore a novel function of GRP1 as a repressor of TR-mediated transcription.
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RESULTS

Cloning of a novel protein interacting with TRs

To identify new interacting partners for TRs, we performed a yeast two-hybrid screen of a
human fetal brain ¢cDNA library using amino acids 89-220 of TRB2 as bait. This region
comprises the DNA binding domain (DBD) and a section of the unique N-terminus of TRB2 (Fig.
1A). Positive clones were isolated, among which some were known proteins, but not previously
described as TR partners. A BLAST sequence analysis revealed one clone to be a partial
nucleotide sequence of GRP1, also known as ARNO3. GRP1, a nucleotide exchange factor for
ARF (11, 13-15) which is schematically represented in Figure 1B, possesses three well described
regions: a coiled coil domain that recognizes sééffold proteins like GRP1 signaling partner 1
(GRSP1) and Tamalin (GRP1-associated sgaffold protein, GRASP) (16, 17), a Sec7 domain that
is responsible of the nucleotide exchange (11, 15) and a PH domain, that recognizes membrane
phosphoinositides with a specificity for phosphoinositide-3,4,5-trisphosphate (PIP3) (18-20). The
partial cDNA clone we identified was encompassing the PH domain and polybasic tail of GRP1
(100% homologue to a.a. 285-399) and the 3’ untranslated region. The interaction between TRs
and this initial clone was reconfirmed, in yeast cotransformed with the bait, using B-galactosidase
assays. We then amplified and cloned the complete cDNA sequence of GRP1 using specific

primers and cDNA derived from JEG-3 cells RNA.

Expression of GRP1 in human tissues and cell lines
In order to determine the expression level of GRP1 in human tissues and cell lines, a

commercial dot blot membrane was hybridized with a radiolabelled probe representing the



Poirier M-B et al. GRP1, a novel repressor of thyroid hormone action

complete cDNA of GRP1 (Fig. 2A). GRP1 was expressed in all of the adult and fetal human
tissues and cell lines tested. Results reported per ng of RNA per dot revealed that the highest
expression was found in placenta (dot blot position BS8), testis (F8) and the SW480 cell line
derived from a colorectal adeno-carcinoma (G10). Patterns of GRP1 transcript found by the dot
blot assay are in accordance with previous studies that have shown ubiquitous expression of
GRP1 mRNA in mouse tissues (21). The presence of GRP1 protein has also been reported in
HIRCcB cells and 3T3-L1 adipocytes (12).

We have also assessed the expression profiles of the GRP1 protein by Western blotting in
different cell lines: HeLa, JEG-3, CV-1 and GH3 cells (Fig. 2B).All these carcinoma cell lines

endogenously express GRP1.

GRP1 interacts with TRs in their DNA-binding domain

We next assessed in vitro interactions between TRs and GRP1 using pull-down analysis

of recombinant GST fusion proteins and 35S—labelled in vitro-translated proteins. As shown in
Figure 3A, full-length TRal, TRB1 and TRP2 interact with GRP1. Since GRP1 was isolated
following a yeast two-hybrid experiment using TRB2, we used deletion mutants of this TR
isoform to determine the regions implicated in the interaction (Fig. 1A). TRB2 1-120A, that lacks
the a.a. 89-116 of TRB2 confefring the specificity of this isoform in the regulation of the
hypothalamo-pituitary axis (3), interacts with GRP1 (Fig. 3B). The construction bearing only the
DBD of TRs (DBD-only) is sufficient to precipitate GRP1, and deletion of the DBD (@DBD)
results in a loss of the interaction. From these results we conclude that the DNA-binding domain

of TRs is sufficient and essential for the interaction to occur.
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Since the interaction between TRs and coregulators is often influenced by the presence of
hormone, we assessed the influence of T; in GST pull-down assays. We tested physiological
(10nM) and supraphysiological T3 concentrations (100nM). In Figure 3C the GST pull-down
assay and the gel analysis show that the interaction between GRP1 and TRs is not affected by

increasing concentrations of T3.

Given that the DBD is the most conserved region among nuclear receptors and is essential
and sufficient for the interaction between GRP1 and TRs, we tested the possible interaction of
GRP1 and other members of the nuclear receptor superfamily. As demonstrated in Figure 4,
GRP1 interacts well with hAR and hER, weakly with hRXR, and no detectable interaction was
found with hRAR. Therefore, GRP1 could also have an effect on the action of other nuclear

_receptors.

TRs interact with the PH domain of GRP1

In order to identify the region of interaction with TRs, we designed constructions of
GRP1 (Fig. 1B). As shown in Figure 5, GST pull-down assays conducted with these deletion
mutants of GRP1 show that the coiled-coil and the sec7 domain do not interact with TRB2. The
PH domain of GRP1 strongly binds the receptor with two-fold higher binding compared to
GRP1wt. These results confirming the interaction of GRP1 through its PH domain or polybasic
tail are not surprising since the initial GRP1 clone isolated in the yeast two-hybrid screen

contained only this region of GRP1.
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GRP1 interacts with TRs in intact mammalian cells

After identifying the interaction in yeast and studying the regions involved in vitro, we
wanted to examine whether native GRP1 and TRs are able to interact in mammalian cells. We
have shown that GRP1 mRNA and protein are expressed in HeLa cells (Fig. 2A and B). It has
also been described that HeLa cells contain functional thyroid hormone receptors (22, 23). Thus,
using co-immunoprecipitation of HeLLa whole-cell extracts, we could demonstrate the interaction
of the endogenous proteins in a mammalian cell environment (Fig. 6A). We also wanted to
examine whether the interaction between TRs and GRP1 was taking place in the cytoplasm
and/or nucleus. Although TRs shuttle rapidly between the cytoplasm and nucleus, the majority of
TRs are found in the nucleus (24-26). On the other hand, the majority of GRP1 is located in the

cytoplasm and translocates to the cytoplasmic membrane after PIP3 production (12, 27, 28).

However, endogenous and GFP-tagged GRP1 can be observed in the nucleus of cells in many
reports (although not always mentioned in the text) (12, 13, 27, 28). We thus proceeded to cell
fractionation studies with immunoblot analysis. Immunoblot of cellular fractions confirmed that
GRP1 is present predominantly in the cytoplasm; however, it also shows that the GRP1 protein
can also be found in significant levels in the nuclear fraction of cells (Fig. 6B). Co-
immunoprecipitation studies performed in cell fractions suggest that GRP1 and TR interact both
in the cytoplasm and nucleus (Fig. 6A). We used an anti-IxB-o antibody to show that there was
no cross contamination between the cytoplasmic and nuclear fractions (Fig. 6C). The IkB-o
family of proteins is strictly found in the cytoplasm where it inhibits the binding of p50-p65
NFkB complexes (29). Also, TRs can be detected in whole-cell extracts of HeLa cells and after
co-immunoprecipitation with GRP1-specific antibody (N17) (Fig 6D). As demonstrated

previously in vitro in Figure 3C, the TR-GRP! interaction is not influenced significantly by the
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presence of the ligand in co-immunoprecipitation studies (Fig. 6E).
From these experiments, we conclude that ir vitro and in vivo interaction assays confirm

the presence of a complex between GRP1 and TRs in the cytoplasm and nucleus of cells.

GRP1 represses TR-induced transcriptional activation

In order to explore the nuclear functions for this newly discovered interaction, we
analyzed the role of GRP1 in the transactivation of TR in mammalian cells, using transient
transfections with luciferase reporter genes. In TR-deficient CV-1 cells (3, 30, 31), we studied
negative and positive TREs. In Figure 7A/B, using TRETK, a positive TRE composed of two
idealized palindromes arranged in tandem, we can observe repression of transcription by all

isoforms in absence of T3, and activation of transcription in its presence. TRal is more potent and

TRP2 is less efféctive in this action, as previously described (1). When GRPI is cotransfected, we
observe a decfease of the maximal activation for all TR isoforms, which results in a 45-60%
decrease in fold activation of this reporter gene. On positive TREs, the repression in the absence
of ligand is not affected by GRP1. Decrease in TR-mediated transcriptional activation is also seen
for other pTREs like the inverted palindromes found in the chicken lysozyme gene (LYSX2, Fig.
7C/D) and direct repeats (DR+4, data not shown).

Unlike the majority of genes reported to be influenced by thyroid hormone, genes from

the hypothalamo-pituitary axis are negatively regulated by T3 (1). These genes show
transcriptional activation in the absence of thyroid hormone and repression in the presence of T3,

as shown in Figure 8. These negative TREs were studied with contransfection of RXR, since CV-

1 cells are RXR-deficient (32). We have previously shown that RXR is a necessary partner for
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negative regulation, especially by the TRal and TRB1 isoforms (32).

Cotransfection of GRP1 almost completely abolishes the activation in the absence of
ligand of TRal and TRB1, on both the TRH (Fig. 8A) and TSHo promoters (Fig. 8C). This
translates in a decrease in fold-repression (Fig. 8 B/D). GRP1 does not affect overall repression
induced by the TRB2 isoform; TRB2 has been shown previously to be more potent in the
regulation of the hypothalamo-pituitary axis (3) and to interact differently with coregulator
proteins (7, 33). Also, the heterodimeric partner RXR, that is important for negative regulation by
TRal and B1, was previously shown not to be critical for TRB2 (32). It is thus not surprising to
find a different behaviour of TRB2 for genes that are negatively regulated by Ts.

We next studied the dose-response of GRP1 (50-150-350-500-1000 ng per 6-well plate)
on the TRETK reporter to assure that the effect seen was specific and not due to squelching.
Compared to the transfection of the empty pSG5.vector,_ cotransfection of GRP1 with TRpB1

results in a decreased activation that is seen starting at 50 ng and plateaus at 350 ng of GRP1

(Fig. 9).

GRP1 decreases DNA-binding of TR complexes

Since the interaction with GRP1 takes place in the DBD of TRs, the next hypothesis we
wanted to verify was that the observed repression of transcriptional activity in the presence of
GRP1 could be secondary to an inhibition of receptor-binding to TREs. We thus performed
electromobility shift assays (EMSA) to assess the formation of TR/TR homodimers and TR/RXR
heterodimers on TREs. As shown in Figure 10, the addition of GRP1 decreases the binding of
TR/TR homodimers by 25-35% and TR/RXR heterodimers by 45-50% on direct repeat (Fig. 10

A-B) and palindromic (Fig. 10 C-D) pTREs. Interestingly, no additional complex is formed when
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GRP1 is added, suggesting that it is not able to interact with TRs that are bound on DNA. The
composition of TRE-bound complexes was confirmed by supershifts with anti-TR and anti-RXR
antibodies (data not shown).

To further investigate the hypothesis that GRP1 competes with DNA for TR binding we
performed a GST pull-down experiment using **S-radiolabeled GRP1 and TRB2-GST where we
added increasing amounts of double-stranded oligos corresponding to the DR+4 TRE or a non-
specific sequence (NS) corresponding to one C/EBP binding site of the haptoglobin A protein
promoter region (34). In Figure 11A (upper panel) is a representative GST pull-down experiment
where increasing amounts of DR+4 oligos (1, 3, Spmol) caused a diminution of the complex
formed by TRB2 and GRP1 also represented graphically after gel quantification. The amount ovf
complexes formed gradually decreased to 75% when 5 pmol of DR+4 were added. No change fn
the interaction between TRB2 and GRP1 was found when adding increasing amounts of the NS
oligos (Fig. 11B). Therefore GRP1 competes with DNA for TR binding and the GST pull-down
results are in concordance with our EMSA experiments.

To further assess the hypothesis that GRP1 could influence directly the binding of
homo/heterodimers on TREs or dimer formation, we designed GST pull-down assays. TR-GST
fusion protein fixed on GSH-beads was incubated with radiolabelled TRB2 or RXRa in the
presence of increasing amounts of GRP1. Our results show that GRP1 did not influence TR-TR
or TR-RXR dimer formation (Fig. 11C). Taken together, these results clearly suggest that GRP1
directly decreases DNA binding rather than dimer formation. From these data, we conclude that
competition between TREs and GRP1 for TR-binding could thus explain the mechanism of

action of this novel corepressor.
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DISCUSSION

We have identified a novel TR-interacting protein, GRP1, which interacts with the
receptor both in in vitro pull-down assays and in the cytoplasm and nucleus of mammalian cells.
More importantly, we have demonstrated that GRP1 inhibits TR-mediated activation of
transcription and decreases TR homodimer and heterodimer binding to thyroid hormone response
elements and that GRP1 competes with TRE for TR binding by GST pull-down assays. This is a
newly recognized mechanism of inhibition of thyroid hormone action.

GRP1, also known as ARNO3, is a guanine nucleotide exchange factor for ARF, which is a small
G-protein implicated in vesicle trafficking pathways and actin cytoskeleton assembly (35, 36).
This protein is cbmposed of 3 distinct regions: an N-terminal coiled-coil (iomain, a central Sec7
domain responsible for ARF binding and exchange activity and a C-terminal PH domain that

recognizes phosphoinositides (Fig. 1B). GRP1 was first identified as a putative PIP3 receptor
(15). After signalling-mediated induction of PIs-kinase, it is translocated to the cell membrane
where it binds PIP3 and uses principally ARF-6 as a substrate for its GEF activity (13, 28).

Overexpression of GRP1 results in fragmentation of the Golgi apparatus (11) and induces ARF-6
dependent actin rearrangements (12). However, the exact physiological functions of GRP1
remain unknown and we are the first to report an interaction with TRs and members of the
nuclear receptor superfamily. In addition it is novel for GRP1 to have a role in transcriptional
regulation by decreasing the availability of the receptors for their DNA-binding sites.

Although data analysis from previous publications demonstrates the presence of GRP1 in
the nucleus of cells, we are the first to explore nuclear roles of GRP1. GRP1 is found

predominantly in the cytoplasm of cells, but it is also seen in the nucleus, especially after PIP3
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formation and translocation of cytoplasmic GRP1 to the cell membrane (12, 13, 27, 28). A
nuclear localization of GRP1 is thus compatible with the functions of GRP1 as a repressor of
transcription that we describe here.

Considering the cellular localization of GRP1, it is also possible that the interaction with
TRs might take place in the cytoplasm before TRs enter the nucleus. TRs are synthesized in the
cytoplasm, and the first step in their nuclear action is transport to the nucleus. GFP fluorescent
probes have allowed the study of TR distribution in living cells: it was shown by Baumann et al.

(24) that in the absence of T3, the nuclear/cytoplasm (n/c) ratio for TRP was 5.5 or 85-90%

nuclear. Zhu et al. (25) have found that the n/c ratio of TRB1-GFP in the absence of the ligand
was 1.5, corresponding to ~60% nuclear. Although there seems to be some variability in the
results reported regarding the sub-cellular localization of TR in hormone-free cells, both reports

stated that there is only 10 to 15% of TR present in the cytoplasm in T3-treated cells. They also

have shown rapid changes in the intracellular distribution of TRs in living cells and both agreed
that in the presence of the hormone most of the receptors enter the nucleus (24, 25). The fact that
TRs interact with GRP1 both in the nucleus and cytoplasm may also suggest that in addition to
the transcriptional effects of GRP1, it might be implicated in non-genomic actions of thyroid
hormone that take place in the cytoplasm or in the detergent-insoluble regions of the cellular
membrane where GRP1 is also found. In fact, thyroid hormone has been implicated in the

activation of PI3-kinase (37), an important player in GRP1 subcellular localization. In addition, it

was recently described that other members of the nuclear receptor superfamily like ER, that was
also shown to interact with GRP1 in this report, are located in part near the cell membrane in
membrane ruffles and caveolae, and important functions of nuclear receptors are now being

attributed to their extra-nuclear fractions (38, 39). GRP1 might thus be implicated in membrane
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localization and actions of these nuclear receptors and further studies are needed to precise the
roles of GRP1 in thyroid hormone action.

Numerous coregulator proteins associate with the LBD of TRs to modulate transcription
of target genes. NCoR and SMRT were the first corepressors identified (40, 41). These
corepressor proteins are composed of receptor-binding domains and repressor domains, which
recruit Sin3A and histone deacetylase in order to repress transcriptional activity. GRP1 is a
repressor of a novel class with no sequence homology with NCoR and SMRT. However, like
NCoR and SMRT (42), GRP1 influences the regulation of both pTREs and nTREs: on pTREs, it

decreases T3-dependent activation, while on nTREs it diminishes ligand-independent activation

in an isoform-specific manner.

Also, the interacting domain of GRP1 is located within the DBD of TRs which we have
shown to be sufficient and essential for the interaction, confirming the importance in this region
of TRs for other functions than TRE recognition and binding. It was recently found that PSF
(PTB associated splicing factor) binds the DBD of nuclear receptors, and acts as a corepressor
protein for TR/RXR, mediating its effect through Sin3A via chromatin remodelling (10). Like
GRP1, PSF represses transcription and its interactions with TRs are not modified by the presence
of thyroid hormone, unlike most coregulators that prefer a conformation of receptors that is
modified by ligand binding.

Although the majority of coregulatory proteins have been studied for their ability to remodel
chromatin structure, there is a recent interest in exploring other pathways that contribute to the
modification of transcriptional activity by TRs. The nuclear transport of TRs has been studied for
its ability to modify transcription (25). Also, the stability and ubiquitination of TR proteins,

which is influenced by phosphorylation and ligand binding, has been shown to influence reporter
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gene activity (30, 43). We have shown here that homodimer and heterodimer DNA-binding is
decreased in the presence of increasing amounts of GRP1, and this could explain its repressive
effects on transcription. Inhibition of DNA-binding is a novel mechanism that will need to be
further explored. Burris et al. have identified a corepressor, TRUP (thyroid receptor-uncoupling
protein), that attenuates hormone-dependent transactivation of TR and RAR by decreasing
heterodimer formation on response elements (44). By interacting with the DBD of TRs, GRP1
might also disturb the formation of receptor dimers, since there are dimerization interfaces in this
region of nuclear receptors (45, 46). However our GST pull-down studies (Fig. 10G) show no
effect of GRP1 on TR-TR or TR-RXR dimer formation, demonstrating that the effect of GRP1
would be on the inhibition of TRs to bind to the thyroid hormone response element. Another
possible méchanism, although not supported by our EMSA and TRE-competition studies, would
be cpmpetition of GRP1 for the binding sites of other coactivators interacting with the DBD of
TRs, like PCAF and GT198 (8, 9).

In conclusion, we have described the interaction of TRs with a novel repressor of their
transcriptional activity: GRP1. This cofactor may also be important for the activity of other
nuclear receptors since we have shown it to interact with other members of the superfamily.
GRP1 decreases binding of homo- and heterodimer on TREs and competes with TRE for TR
binding. The exact mechanism of repression of GRP1, which probably involves decreased access
of thyroid hormone receptors to TREs, and its possible involvement in non-genomic actions of

thyroid hormone need to be further studied.
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MATERIALS AND METHODS

Yeast two-hybrid

We have used a portion of TRB2 composed of amino acids (a.a.) 89-220 cloned in frame
in PAS2-1 (Fig. 1A) as bait to screen a human foetal brain ¢cDNA library cloned in pACT2
(Clontech, Palo Alto, CA). Plasmids were cotransformed in yeast strain Y190 according to
“MATCHMAKER Two-Hybrid System 2” manufacturer’s instructions (Clontech, Palo Alto,
CA). We initially isolated 19 clones growing on His-/Trp-/Leu- selection media and producing
LacZ. Plasmid DNA was extracted from these colonies and transformed in MC106 E.Coli to
isolate pACT?2 plasmids. These were retransformed in yeast together with the TR bait in order to
confirm the interaction using B-galactosidase assays. The GRP1-PH clone (Fig. 1B), a cDNA
corresponding to a.a. 285-399 of GRP1, was then sequenced (Sequencing service, Ottawa

University, Ottawa, On) and analyzed by sequence similarity searches (BLAST).

Plasmid Constructions

The ¢cDNAs of human TRol, hTRB1, hTRB2, TRB2 1-120A, SDBD, DBD-only and
hAR, hER, hRAR, hRXR (3) were inserted into pSGS5 or the pGEX-4T1 vector (Stratagene, La
Jolla, CA) (47) (Fig. 1A). The GST-@DBD (deletion a.a. 119-221) and DBD-only mutant (a.a.
116-218) were produced by PCR amplification of hTRB2 and inserted into pGEX-4T1 at the
EcoRI site and BamHI site respectively.

After cloning a ¢cDNA identical to a.a. 285-399 of GRP1, we amplified the full-sized
c¢DNA (Genbank accession no. 2909436) from a RT-PCR on JEG-3 cells RNA. The full-length

GRP1 cDNA was sub-cloned in pSGS expression vector at the Bg/lI site, and inserted in frame in
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pGEX-4T2. GRP1-PH was generated by inserting the EcoRI-Xhol fragment from the original
yeast two-hybrid clone, in frame in pGEX-4T2 (Fig. 1B). Cloning a BamH]I fragment of GRP1 in
frame in pGEX-4T2 produced GRP1-CC (Fig. 1B). The GRP1-CC-Sec7 construct was obtained
by PCR amplification and inserted in pSG5 (Fig. 1B). Exactitude of all insert sequences was
confirmed by DNA sequencing. The size of mutant proteins was confirmed by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis.

The TRETK reporter contains two copies of an idealized positive TRE (pTRE) arranged
as a palindrome, upstream of a minimal thymidine kinase promoter and fused to the luciferase
gene in the PSVO vector (48). The pTREs LYSX2 (2 copies of an inverted palindrome from the
chicken lysozyme gene) and DR+4 (direct repeat) were incorporated in the PA3-Luc vector (49,
50). The negative thyroid fesponse element (nTRE) reporter constructs included th;: 5’-flanking
sequences from the human TRH (-900/+55) (47), and the common glycoprotein a-subunit (TSHo,

-846/+26) fused upstream of a luciferase reporter gene in the PSVO vector (51).

RNA expression analysis

A commercial membrane was used for dot blot analysis (Multiple Tissue Expression
32
Array, Clontech, Palo Alto, CA, Fig. 2). The blots were hybridized with a P-random labelled

™
c¢DNA probe (Rediprime II, Amersham Biosciences, Baie d’Urfe, Qc) representing the entire
GRP1 cDNA obtained by digestion of the GRP1-pSGS5 plasmid with Bg/ll. After washes, the

blots are revealed by autoradiography. The blots were stripped and hybridized with a probe for

+
human ubiquitin supplied by the manufacturer and resulted in consistent signals for all poly A
RNA dots (data not shown). Gel-Pro Analyser program, version 4 (MediaCybernetics, Carlsbad,

CA) was used for gel analysis.

17



Poirier M-B et al. GRP1, a novel repressor of thyroid hormone action

Glutathione S-transferase pull-down assays

Fusion constructs were generated by inserting appropriate restriction fragments isolated
from cloned cDNAs or PCR products in frame in pGEX-4T1 or -4T2 (Amersham Biosciences,
Baie d’Urfe, Qc, Fig. 1). Glutathione S-transferase (GST) fusion proteins are prepared after
optimization of manufacturer's instructions. Part of the proteins are analyzed in SDS-PAGE and

quantified, the rest is kept on GSH-Sepharose beads for pull-down assays. Interacting proteins are
35 :
in vitro translated and labelled with S methionine (TNT T7/T3 Coupled Reticulocyte Lysate

System, Promega, Nepean On). These Sasproteins are incubated with GST protein on GSH-beads
in the HEMG buffer [40 mM Hepes pH 7.8, 40 mM KCl, 0.2 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 0.5 %
Triton X-100, 10% glycerol, 1.5 mM DTT], supplemented with 10mg/m! BSA and 1% protease
~ inhibitors (Complete-Mini EDTA-free, Roche, Laval Qc) at room temperature for 2 hours.
Protein-protein-beads complexes are pulled-down by centrifugation, washed and separated in
10% SDS-PAGE. For the protein interaction competition experiments (Fig. 11A/B)
unprogrammed reticulocyte lysate is added to adjust volume for each reaction. Interacting
proteins are revealed by autoradiography. Data presented in the Figures are representative of at
least three independent experiments. In order to evaluate quantitatively the interactions the
autoradiograms were scanned and analyzed with the ImageQuant 5.0 Build 050 software,
Molecular Dynamics (Sunnyvale, CA) or the Gel-Pro Analyser program, version 4
(MediaCybernetics, Carlsbad, CA) when stated.

The DNA competition assays were performed using the GST-GRP1 immobilized on
GSH-Sepharose combined with in vitro translated 353-labeled hTRB2wt (52). Briefly, the protein

complexes are allowed to form as described above followed by washes to discard the unbound
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35S-radiolabeled protein. The GST-complexes are incubated in the presence of 0, 1, 3, 5 pmol of
cold PCR-generated double-stranded oligos containing a non-specific DNA sequence
(haptoglobin protein A, containing a C/EBP binding site) or the DR+4 TRE in the reaction buffer
[15 mM Tris pH 7.9, 2 mM EDTA, 20 mM KCI, 4 mM DTT, 0.5 mM ZnCl;] containing 2pg/ml
polydIdC (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) for 1 hour at room temperature. The
GSH-Sepharose was then washed thoroughly in the wash buffer buffer [20 mM Tris pH 7.5, 50
mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 10% glycerol, 0.1% Nonidet P-40 (NP40), 2 mM DTT]. Protein-
protein-beads complexes are pulled-down by centrifugation, washed and separated in 10% SDS-
PAGE. In order to evaluate quantitatively the interactions the autoradiograms were scanned and

analyzed with the ImageQuant 5.0 Build 050 software, Molecular Dynamics (Sunnyvale, CA).

Cell extracts and immunoprecipitation studies

CV-1 (Cercopithecus aethiops, ATCC #CCL-70), GH3 (Rattus norvegicus, ATCC #CCL-
82.1), HeLa (Homo sapiens, ATCC #CCL-105), JEG-3 (Homo sapiens, ATCC #HTB-36) were |
lysed in 50mM Hepes and 1% Triton X-100 with protease inhibitors (Complete Mini, EDTA-
free, Roche, Laval, Qc) on ice for 30 minutes. Lysates are then collected by scraping and cells are
centrifuged for 5 min at 3000g at 4°C. Whole cell extracts are collected in the supernatants.
For cellular fractionation studies, cells are scraped in PBS and pelleted by centrifugation at 200g
at 4°C, for 10 minutes. The pelleted cells are resuspended in homogenization buffer (0.32 M

sucrose, 3 mM MgClz, 0.25% Triton X-100 in a sodium-phosphate buffered solution pH 6.5) and

lysed on ice for 10 minutes. After 10 minutes of centrifugation at 300g, at 4°C, the supernatant is
kept as the cytoplasmic/membrane fraction. The pellet containing the nucleus is resuspended in

the purification solution (1.5 M sucrose, 3 mM MgCl2 in a sodium-phosphate buffered solution
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pH 6.5 with protease inhibitors) and centrifuged at 12 000 rpm for 90 minutes at 4°C. The
nucleus pellet is then incubated on ice for 20 minutes in lysis buffer (30 mM TrisBase pH 8.0, 2

mM EDTA, 0.4 mM NaCl, 5 mM MgClz, 15 mM 2-f mercaptoethanol, 10% glycerol with

protease inhibitors). The nuclear extract is incubated for 45 minutes on ice with agitation every
15 minutes, and recuperated after centrifugation for 20 minutes at 12 000 rpm at 4°C. Cell extract

concentrations were measured using a standard Bradforch assay (Bio-Rad, Indianapolis, IN, -

USA).

In the co-immunoprecipitation experiments, TR-associated proteins were precipitated
using a polyclonal antibody against the full-length thyroid hormone receptor (anti-TRal FL408:
sc-772; Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA) recognizing all TR isoforms of mouse,
rat, human and chicken origin. The negative controls represent complexes immunoprecipitated
with preimmune rabbit sera or an antibody directed against a histidine probe (H-3, sc-8036; Santa
Cruz Biotechinology Inc, Santa Cruz, CA). The GRP1 protein was revealed using either the N17
goat polyclonal antibody (sc-9730, Santa Cruz Biotechnology Inc, Sanfa Cruz, CA) or a
polyclonal GRP1-antiserum produced in our laboratory after immunization of a rabbit with GST-
GRP1 (GL02). 300ug of pre-cleared cell extracts were incubated overnight with 3-5 pg of
antibody at 4°C with rocking. Protein G-Sepharose was then added and samples were rocked for
2 h at 4°C. The immunoprecipitated complexes were washed five times (first and second washes
in 0.1% Triton X-100, 0.1% BSA prepared in TSA pH 8.0, third wash in TSA pH 8.0, fourth
wash in 0.05 M Tris-HCI pH 6.8 prepared in TSA, fifth wash in TBS pH 8.0).

For the immunoblot, proteins are resolved in 10% SDS-PAGE and transferred to a
polyvinyl difluoride membrane. The membrane is blocked and incubated overnight at 4°C with

constant agitation with the primary antibody: anti-TR antibody (FL408) or anti-GRP1 (GL02 or
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N17). Anti-IkB-a was used as control (sc-371, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA) to
assure that nuclear fractions are not contaminated with cytoplasm (29). Non-radioactive in vitro
translated (GRP1-pSGS5) or GST-tagged proteins (TRB2-pGEX-4T1) expressed in E. coli were
used as positive controls for the immunoblot step. The membrane is washed with TBS/Tween 20
and detection is accomplished using horseradish peroxidase conjugated antibody (Amersham
Biosciences, Baie D’Urfe, Qc) and enhanced chemiluminescence detection system (Roche, Laval
Qc). Data presented in the Figures are representative of at least three independent experiments.
Gel-Pro Analyser program, version 4 (MediaCybernetics, Carlsbad, CA) was used for gel

analysis.

.Cell culture and transfection assays

The CV-1 (Cercopithecus aethiops, ATCC #CCL-70) cell line was maintained in DMEM
supplemented with 10% FBS, penicillin, streptomycin, and amphotericin (Gibco, Burlington,
On). Transient transfections are realized in 6-well plates on subconfluent cells using the calcium-
phosphate technique. Unless otherwise indicated, each experiment utilizes 1.6 pg of reporter
construct and 80 ng of each receptor or cofactor expression vector or vector aloné per well.
Sixteen hours after transfection, culture medium is replaced by medium containing FBS stripped

of hormone by anion-exchange resin and charcoal, with or without 10 nM T3. Thirty-six to forty

hours after transfection, cells are harvested and assayed for luciferase activity. Data are from at
least three independent experiments, performed in triplicate, and are displayed as mean +/-

standard error.
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Electromobility shift assay
Positive TREs DR+4 (5-TCAGGTCACAGGAGGTCAAC-3’) and PAL (5'-

TCAGGTCATGACCTGAC-3") double-stranded DNA probes are radiolabelled by PCR using

32 32
P -dCTP (NEN, St-Laurent, Qc). Unincorporated P is removed by ProbeQuant G-50 column
(Amersham Biosciences, Baie D’Urfe, Qc). Proteins are made by in vitro transcription/translation

in rabbit reticulocyte lysate (TNT T7/T3 Coupled Reticulocyte Lysate System). Protein

35
production is verified in parallel transcription/translation reactions with S incorporation and

visualized on SDS-PAGE followed by autoradiography. Between 1 and 7 pL of lysate proteins

are incubated with radiolabelled probes (O.5-1X106 cpm depending on experiment). Total protein
volumes are adjusted with reticulocyte lysate to give equal volumes for each reaction. Reactions
are performed in a 20 pL volume of binding buffer (20 mM Hepes, 50 mM KCl, 20% glycerol,
1pug/ul Poly dIdC, 1 mM DTT, 0.lmg/ml salmon sperm DNA) for 20 minutes at room
temperature. Supershift reactions were performed by first incubating proteins and probes in
binding buffer for 20 minutes at réom temperature, followed by further 30 minutes incubatio.n on
ice with anti-TR (FL408) or anti-RXRa (AN197; sc-774, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa
Cruz, CA) antibody to ensure complex composition. Reactions are resolved on 5.2% non-
denaturing polyacrylamide gels containing 5% glycerol at 4°C for 3 to 4 hours. Binding shifts are
visualized by éutoradiography. Data presented in the Figures are representative of at least three
independent experiments. Gel analysis was performed with the ImageQuant 5.0 Build 050

software, Molecular Dynamics (Sunnyvale, CA).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Schematic representation of the constructions used in this study. A- TRB2 wt, TRB2

bait used for yeast two-hybrid screen, and TRB2 mutants. B- GRP1 wt and deletion mutants.

Figure 2: Ubiquitous expression of GRPI in human tissues and cell lines. A- A commercial
multiple tissue dot blot membrane was hybridized with a radiolabelled probe representing the
complete cDNA of GRP1. GRP1 is ubiquitously expressed in adult and fetal human tissues and
cell lines. Highest expression is found in the placenta (B8), testis (F8) and SW480 cell line
(position G10). After stripping of the membrane, a ubiquitin probe was utilized as loading control
(data not shown). B- Representative Western bl;Jt analysis of GRPI protein expression in
different cell lines: Hela, JEG-3, CV-1 and GH3 cells. 50 pg of whole-cell extracts were loaded
into each lane. The immunoblot was revealed using an antibody raised against GRP1 (GL02).

The GRP1 protein is expressed in every carcinoma cell line tested.

Figure 3: Thyroid hormone receptors and GRPI interact in vitro. Representative pull-down

analysis of GST fusion proteins and 35S-labelled in vitro-translated proteins. Percentage of input
is included for reference (lane 1) and GST alone was used as a negative control (lane 2). A-
TRal, TRP1 and TRP2 interact with GRP1-GST. B- GST-TRB2 and TRP2 deletion mutant 1-
120A interact similarly with GRP1; the DNA-binding domain of TRs is sufficient to mediate this
interaction (DBD-only). The deletion of the TR-DBD (ZDBD) results in loss of the interaction,
suggesting that the DNA-binding domain is essential and sufficient for the interaction to occur C-

In vitro interaction between TRs and GRP1 was not affected by the addition of increasing levels
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of T3or the vehicle alone. The % of binding for each protein was obtained using the ImageQuant

5.0 program; results are from at least three independent experiments.

Figure 4: GRPI interacts with other nuclear receptors.  Representative GST pull-down

35
analysis of GST-GRP1 fusion protein and S-labelled in vitro-translated hAR, hERa, hRXRa,
hRARa. Percentage of input is included for reference (lane 1) and GST alone was used as a
negative control (lane 2). GRP1 binds to the hAR and hERa, interacts weakly with hRXRa and

does not interact with hRARa.

Figure S: Thyroid hormone receptor interacts with the PH domain of GRPI. Representative

35
pull-down analysis of GST fusion proteins and S-labelled in vitro-translated proteins.

Percentage of input is included for reference (lane 1) and GST alone was used as a negative
, 35 ‘
control (lane 2). A- GST-GRP1wt and PH domain interact with S-TRB2. B- GST-TRP2 does

35
not interact with S-labelled GRP1 mutant CC-sec7. The % of binding for each protein was
obtained using the ImageQuant 5.0 program; results are from at least three independent

experiments.

Figure 6: Thyroid hormone receptors and GRPI protein interact in intact HeLa cells. A-
HeLa cell extracts were immunoprecipitated with TR-specific antibody FL408 (IP TR) or with
preimmune rabbit sera (IP Pi), and subjected to immunoblot using GRP1-specific antibody GL02.
No signal is found when cellular extracts are immunoprecipitated with the pre-immune (Pi)
serum, showing specificity of the immunoprecipitation reaction. In vitro translated GRP1 (GRP1

i.v.) was used as a positive control. Data show that GRP1 interacts with TRs in whole-cell,
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cytoplasmic and nuclear fractions. B- Representative Western blot analysis of HeLa whole-cell,
cytoplasmic or nuclear extracts (50 pg per lane). Extracts and in vitro translated GRP1 (GRP1
i.v.) were resolved by 10% SDS-PAGE. Immunoblots were conducted with the GRP1-specific
antibody GL02. GRP1 is mainly localized in the cytoplasm, but is also present in the nucleus. C-
Immunoblot analysis of HeLa whole-cell, cytoplasmic and nuclear extracts (50 pg per lane) with
an IkB-a antibody shows that nuclear extracts are not cross-contaminated with cytoplasmic
proteins. D- Whole-cell extracts of HeLa cells were immunoprecipitated with GRP1-specific
antibody (N17, IP GRP1) or with an antibody against histidine-probe (H-3, sc-8036, IP His-
probe) as a negative control and subjected to immunoblot using TR-specific antibody FL408.
GST-tagged TRB2 (92 kDa) and whole-cell extract of HeLa (60 pg) were used as positive
controls vfor the immunoblot. This result shows the presence of endogenous TRs and the
interaction with GRP1 in HeLa cells. E- Co-immunoprécipitation study of HeLa whole-cell
extracts (300ug). Proteins were immunoprecipitated using-a TR-specific antibody FL408 in the
presence of 100nM T; or the vehicle alone followed by immunoblotting with GRP1-specific
antibody (N17). The interaction between TRs and GRP1 is not significantly influenced by Ts.
Gel-Pro Analyser program, version 4 (MediaCybernetics, Carlsbad, CA) was used for gel

analysis.

Figure 7: GRPI decreases ligand-dependent activation on positive thyroid response elements.
Effect of TR isoforms and GRPI1 cotransfected in CV-1 cells on the regulation of positive

response elements TRETK (A and B) and LYSX?2 (C and D) showing a decrease in Ts-dependent

activation levels and fold activation. The data are expressed in relative luciferase activity (RLU)

compared to pSGS vector alone without T3 (A and C), or fold activation (B and D) (RLU in the
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presence of TB/RLU in the absence of T3). Data are compiled from at least three independent

experiments and presented as mean +/- SEM.

Figure 8: GRPI decreases ligand-independent activation on negative thyroid response
elements. Effect of TR isoforms and GRP1 cotransfected in CV-1 cells on the regulation of
negative responsive element TRH (A and B) and TSHa (C and D) showing a decrease in the

activation in the absence of T3 and fold repression. The data are expressed in relative luciferase
activity (RLU) compared to pSGS5 vector alone without T3 (A and C), or fold repression (B and
D) (RLU in the absence of T3/RLU in the presence of T3). Data are compiled from at least three

independent experiments and presented as mean +/- SEM.

Figure 9: Dose-response studies of thé effect of GRPI on the TRETK reporter. Effect of TRBI.
and increasing doses (50 to 1000 ng) 6f GRP1 or empty pSGS5 vector cotransfected in CV-1 cells,
on the TRETK reporter gene. The repressor effect of GRP!1 is visible at low doses and plateaus at
350 ng. The data is expressed in relative luciferase activity (RLU), compared to pSG5 vector

alone without T3, compiled from at least three independent experiments and presented as mean

+/- SEM.

Figure 10: GRPI decreases homodimer and heterodimer formation on thyroid hormone
response elements. Electromobility shift assays (EMSA) showing the effect of increasing
amounts of in vitro translated GRP1 protein on the formation of TRB1-homodimer or

TRB1/RXRo. heterodimer on positive thyroid response elements (pTREs). *’P-radiolabelled
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probes representing pTREs are incubated with in vitro translated TRB1, RXRa and GRP1 (1,3, 5,
7 pl) as indicated. Unprogrammed lysate (UPL) is used to adjust for the amount of protein in
each reaction. On diagrams accompanying the representative autoradiography, are plotted the
quantification of binding intensity of complexes using the ImageQuant 5.0 program, from at least
3 independent experiments, expressed as mean +/- SEM. A- EMSA assay using a direct repeat
(DR+4) pTRE showing that GRP1 decreases the TRB1-homodimer formation. B- GRP1 inhibits
the TRP1/RXRa-heterodimer formation on the DR+4 pTRE. C- EMSA assay using a
palindromic (PAL) pTRE showing that GRP1 decreases TRB1-homodimer formation. D- GRP1

inhibits the TRB1/RXRo-heterodimer formation on the palindromic (PAL) pTRE.

Figure 11: GRPI competes with DNA for TR-binding but does not influence dimer formation.
Representative GST pull-down assays using increasing amounts of double-stranded oligos in the
presence of **S-TRB2 and GRP1-GST. Percentage of input is included for reference (lane 1) and
GST alone was used as a negative control (lane 2). The proteins complexes were first allowed to
interact, followed by the addition of increasing concentrations (0, 1, 3, 5 pmol) of DR+4 (A) or
C/EBP binding site of the promoter region of the haptoglobin A protein (B) as a non-specific
control (NS oligo). Graphical representation of the decrease of the interaction between **S-TR[2

and GRP1-GST in a dose-dependent manner when adding the oligos. C- Representative GST

35
pull-down analysis of GST fusion proteins and S-labelled in vitro translated proteins. 10% of
the input proteins (TRB2 or RXRa) is included for reference (lane 1 and 5) and GST alone was
used as a negative control (lane 2and 6). GST-TRB2 is able to precipitate the **S-radiolabeled

TRB2 or RXRa forming homodimers and heterodimers respectively. The addition of GRP1 (7 pl)
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does not influence the amount of the radiolabelled TRB2 and RXRa precipitated by GST-TRB2.
Unprogrammed lysate (UPL) from the TNT kit was used to ensure the same quantity of protein in
each experiment. The quantification of the bands was performed using the Gel-Pro Analyser

program.
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ABSTRACT

Thyroid hormone receptors (TRs) are transcription factors members of the nuclear receptor
superfamily. The transcriptional activity of TRs is controlled by thyroid hormones and cell specific
coregulators. Using the yeast two-hybrid system, we identified RanBPM as a new protein partner for
TRs. RanBPM was initially discovered as an interacting partner for Ran, and was also shown to be a
protein partner and coactivator of the androgen receptor.

The novel interaction between RanBPM and TR isoforms was addressed by GST pull-down
assays and co-immunoprecipitation in intact mammalian cells, where RanBPM was shown to bind TRs
in a ligand-independent fashion. We also studied the regions implicated in the interaction with deletion
mutants: the principal interacting region of RanBPM is comprised within its carboxyl-terminal end and
it binds to the DNA-binding domain of TRs. To investigate the potential role of RanBPM in thyroid
hormone action, transient transfections with luciferase reporter genes were performed in CV-1 cells.
We found that the overexpression of RanBPM increases the activation of TRETK and DR+4 positive
thyroid hormone response elements. Interestingly, overexpression of the truncated protein RanBPMS55,
which lacks the N-terminal polyglutaminated region but binds TRs with the same affinity, decreased the
fold activation by up to 80%. Furthermore, we performed competition assays using transient
transfection of RanBPM and increasing amounts of RanBPMS55. This experiment revealed that the
stimulating effect on TR-transactivation by the full-length protein was inhibited in a dose-dependent
fashion by RanBPMS5S. This suggests that although the polyglutaminated region of RanBPM is not
required for the binding to TRs, it is required for the stimulation of TR-transactivation. Taken together,

our results provide evidences that RanBPM is a potent novel coactivator for thyroid hormone receptors.
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INTRODUCTION

Thyroid hormones (THs) play a critical role in development, growth and metabolism. In
addition, they are required for the normal function of most tissues, and have major effects on oxygen
consumption and metabolic rate. Thyroid hormone receptors (TR) are very well conserved members of
the nuclear receptor (NR) superfamily of ligand-dependent transcription factors. The transcriptional
regulation of TH target genes is mediated via the binding of TRs to thyroid hormone response elements
(TRESs) in their promoter region (Yen, 2001). Unlike steroid hormone receptors, like the glucocorticoid
(GR) and androgen receptors (AR), that are inactive in the absence of their ligand and found in the
cytoplasm bound to heat-shock proteins, TRs are present in the nucleus both in the absence and
presence of T3, and modulate gene expression in both states.

Most target genes that have been extensively studied are positively regulated by TH. In the
absence of ligand, TRs are associated with corepressors, like the nuclear receptor corepressor (NCoR),
creating a template for the recruitment of histone deacetylases (HDACs) and inhibiting the transcription
of the upstream gene (Chen & Evans, 1995, Horlein & Naar, 1995). On the other hand, upon binding to
their ligand, conformational changes in the C-terminal TR tail releases corepressor complexes and
allow the recruitment of coactivator proteins which loosen the DNA-chromatin structure (McKenna et
al., 1999). Chromatin remodelling is a defining step in the transcriptional initiation process essential for
gene transactivation. This feature is not inherent to coactivators, like the p160 family that mediate
histone acetylation, but is an important event required for subsequent transcription preinitiation
complex assembly (Lee et al., 2003) and is necessary for maximal activation of Ts-responsive genes.
Another characterized group of chromatin-modifying complexes interacting with TRs, is the ATP-
dependent SWI/SNF complex, which disrupt the association of histones with DNA via nucleosomal
modifications (Huang et al., 2003). Other coactivators enhance the transcription of target genes via their
ability to recruit components of the basal transcriptional machinery and function as an interface

between sequence-specific transcription factors and the general transcription apparatus (Fondell et al.,
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1999). Although most coregulators identified to date interact with TRs in a ligand-dependent fashion,
the interaction of some coregulators, like with GT198 and PSF, is not modified by T; (Ko et al., 2001,
Mathur et al., 2001). Ligand-dependent transcriptional regulation by TRs is thus a complex process
involving the recruitment of various coregulators to the promoter of target genes. In order to better
understand TH action, further identification and characterization of transcriptional coregulators is
warranted.

Using the yeast two-hybrid (YTH) system, we identified the Ran binding protein in microtubule
(RanBPM) as an novel ligand-independent interacting partner for TRs. RanBPM, was first discovered
to be an interacting partner of Ran, but its physiological role remains unclear (Nakamura et al., 1998).
Ran is a small G protein member of the Ras family, and is responsible of the active transport of
macromolecules through the nuclear pore complex (NPC) (Steggerda & Paschal, 2002). RanBPM was
recently shown to interact with other NRs: androgen receptor (AR) and glucocorticoid receptor (GR)
(Rao et al., 2002). In this report, we describe the interaction of RanBPM with the DNA-binding domain

of TRs, and determine its function as a coactivator for thyroid hormone receptors.
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MATERIAL AND METHODS

Plasmid Constructions

TR and RanBPM constructions are schematically represented in Figure 1. TR isoforms and the
TRP2 mutants previously described (Langlois et al., 1997) were cloned in frame in the pGEX-4T1 or -
4T2 vectors (Amersham Biosciences Inc., Baie D’Urfe, Qc, Canada) by restriction enzyme digestion or
PCR. Another GST-hTRB2 mutant, DBD-only (a.a. 119-221) was produced by PCR amplification of
hTRP2 and inserted into the pGEX-4T1 vector at the BamHI site (Fig.1B). The RanBPM55 cDNA was
recovered by YTH screening of a human foetal cDNA library inserted into the pACT-2 vector
(Clontech, Palo Alto, CA) and subcloned in pSG5 by restriction enzyme digestion (Stratagene, La Jolla,
CA) (Breathnach & Harris, 1983). The full-length cDNA of the human RanBPM protein inserted into
pcDEBA was kindly provided by Dr T. Nishimoto from the Kyushu University, Fukuoka, Japan
(Nishitani et al, 2001). GST-fusion protein vectors used for production of RanBPM mutant
constructions were made by restriction enzyme digestion, as shown in Figure 1D and inserted in pGEX-
4T1/2. The expression vector used for the in vitro transcription/translation, RanBPMS55-pTracer
(Invitrogen Canada Inc, Burlington, On, Canada), was originated by PCR amplification and inserted
with EcoRI and Notl. In the transient transfection experiments, the mammalian expression plasmids
were pTracer-RanBPMS55, pcDEBA-RanBPM90, pSG5-hTR isoforms and the corresponding empty
vectors as controls.

The TRETK reporter contains two copies of an idealized positive TRE (pTRE) arranged as a
palindrome, upstream of a minimal thymidine kinase promoter and fused to the luciferase gene in the
PA3 vector (Chatterjee et al., 1989). The pTRE DR+4 (direct repeat) was also incorporated in the PA3-

Luc vector. All insert sequences were confirmed by DNA sequencing,.
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Yeast Two-Hybrid Screening

A cDNA fragment coding for amino acids 89-220 of the human TRP2 isoform (Fig. 1A) was
cloned into the pAS2-1 vector for expression of a fusion protein with the GAL4 DNA-binding domain
(MatchMaker Two-hybrid System-2; BD Biosciences-Clontech, Mississauga, On, Canada). In this
system, a human foetal brain cDNA library fused to the GAL4 transactivation domain in the pACT2
expression vector was screened. These constructions were transformed into Y190 yeast strain.
Transformants were selected for growth on minimal medium agar lacking tryptophan, histidine and
leucine in the presence of 3-amino-1,2,3-triazole. Positive clones were tested by p-galactosidase assays,
according to the manufacturer’s instructions. Further selection of positive clones was based on their p-
galactosidase scores by colony filter-lift after retransformation in yeast. Transformants with the highest
scores were then sequenced (Sequencing service, University of Ottawa, On, Canada) and nucleotide
comparisons were performed using the GenBank™ database and the BLAST program (NCBI). Clone

number 83 (Fig. 1C) represented a cDNA sequence identical to amino acids 146-683 of RanBPM.

RNA Expression Analysis

RNA isolation analysis from CV-1 (Cercopithecus aethiops, ATCC #CCL-70), HeLa (Homo
sapiens, ATCC #CCL-105), HEK-293 (Homo sapiens, ATCC #CRL-1573), JEG-3 (Homo sapiens,
ATCC #HTB-36) and PC12wt (Rattus norvegicus, ATCC #CRL-1721) cells was performed according
to standard procedures using the TRIzol™ Reagent (Sigma-Aldrich Canada Ltd, Oakville, On, Canada).
For each cell type analyzed by Northern Blot, 20 pg of total RNA was loaded in a MOPS-based gel and
transferred on a nitrocellulose membrane (Bio-Rad Laboratories, Indianapolis, IN). The radiolabelled
probe comprising 953 base pairs of the C-terminal end of RanBPM was generated using the
Rediprime™ Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences Inc.) and free **P-dCTP was
discarded with ProbeQuant™ MicroColumns (Amersham Biosciences Inc.). Northern blots were then

hybridized at 65°C overnight with the **P ¢cDNA probe and revealed by autoradiography. The blot was
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then stripped and hybridized with a probe against the human glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (hGAPDH) for loading control. Gel-Pro Analyser program, version 4
(MediaCybernetics, Carlsbad, CA) was used for gel analysis.

The expression pattern of RanBPM was also studied using a commercial nylon membrane
containing normalized loadings of poly A* RNA of human tissues (MTN blot; BD Biosciences-
Clontech). The same RanBPM probe was used following the manufacturer’s instructions. The
membrane was then stripped and hybridized with a control probe against human ubiquitin cDNA
supplied by the manufacturer and resulted in consistent signals for all poly A" RNA dots (data not

shown). Gel-Pro Analyser program, version 4 was used for gel analysis.

Glutathione S-Transferase Pull-Down Assays

GST-coupled proteins were produced and purified as previously described (Smith & Johnson,
1988). 1-5 pg of purified GST-fusion protein was incubated with 5 pl of in vitro translated **S-labelled
protein (TNT kit; Promega, Nepean On). The binding reaction was performed at room temperature with
moderate shaking during 2 h in HEMG buffer [40 mM Hepes pH 7.8, 40 mM KCIl, 0.2 mM EDTA, 5
mM MgCl,, 0.5 % Triton X-100, 10% glycerol, 1.5 mM DTT], supplemented with 10 mg/ml BSA and
protease inhibitors. The reactions were washed five times in non-supplemented HEMG buffer. The
bound proteins were subjected to SDS-PAGE analysis and detected by autoradiography. Results shown
are representative of at least three independent experiments. Autoradiograms were analysed with the
ImageQuant 5.0 Build 050 software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) in order to evaluate the

interactions.

Immunoprecipitation and Immunoblotting
HeLa cells, grown in 75Smm’ Petri dishes supplemented with Ts (10 nM) or the vehicle alone
(Sham) until they reached 80% of confluence, were lysed in a 50 mM Hepes solution containing 1%

Triton X-100 and protease inhibitors. After 30 minutes of incubation on ice followed by centrifugation
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at 3000 X g for 15 minutes, supernatants were collected and put at —20°C overnight to complete lysis.
Total cell extract concentrations were measured using a standard Bradford assay (Bio-Rad
Laboratories). Immunoprecipitation was performed using a rabbit polyclonal IgG antibody raised
against chicken TRau1 but recognizing all human TR isoforms (FL-408; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA) (Pellizas et al., 2002). The formation of immuno-complexes was made in the presence
or absence of Ts; positive control represents 50 pg of HeLa whole cell extracts. After overnight
incubation of the pre-cleared sample with FL-408 antibody at 4°C with rocking with Tj (10 nM) or the
vehicle alone (Sham), protein G-Sepharose™ (Amersham Biosciences Inc.) was added in the dilution
buffer (0.1 % Triton X-100, 0.1 % BSA in Tris saline azide (TSA) buffer [0.1M Tris-HCI, 0.14 M
NaCl, 0.025% (w/v) NaN;], and samples were rocked for 2 h at room temperature. After five washes,
proteins were resolved on a 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred on a polyvinylene difluoride
membrane (Roche, Laval, Qc, Canada). The membrane was blocked with 5% skim milk, 0.05% Tween-
20 in TBS buffer, pH 7.5 and incubated for 2 h at room temperature with the 5M anti-RanBPM
antibody of rabbit origin provided by Dr T. Nishimoto from Kyushu University, Fukuoka, Japan
(Nishitani et al., 2001). Detection was accomplished using horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit IGg antibody (Amersham Biosciences Inc.) and enhanced by the BM chemiluminescence

Blotting Substrate (ECL, Roche).

Cell Culture and Transient Tranfections

The CV-1 cells were maintained in phenol red Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium media
supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), with a mix of antibiotics and antimycotics (Life
Technologies, Burlington, On, Canada). The day before transfection, cells were seeded in 6-well plates
at approximately 10,000 cells per 35mm” well. Cells were transfected as described before using the
calcium phosphate precipitate technique (Speciality Media, Boston, MA) (Laflamme et al., 2002,

Langlois et al., 1997). Into each plate, 100 ng or 500 ng of TR-pSGS5, 3 pg of RanBPM55-pTracer,
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RanBPM90-pcDEBA or the corresponding empty vectors, and 10 ug of the luciferase reporter gene
were used unless otherwise stated. Sixteen hours after transfection, cells were fed with fresh media
supplemented with charcoal and resin stripped FBS with the addition of T; (10 nM) or the vehicle alone
(Sham). Cells were harvested 24-36 hours following the hormonal treatment and processed for
luciferase assay; f-galactosidase assays were used initially to assure efficiency of transfection, as
previously described (Laflamme et al., 2002, Langlois et al., 1997). Luciferase activity was measured
using an EG&G Berthold lumat LB 9507 luminometer. The results from at least three independent

experiments each performed in triplicate are displayed as mean + SEM.
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RESULTS

Identification of RanBPM as an Interacting Partner for TRs

In order to identify novel proteins interacting with TRs, a fragment corresponding to the amino
acids 89-220 of TRPB2 (Fig. 1A) was used as a bait to screen a human foetal brain cDNA library.
Following the YTH screening, different positive clones were isolated. RanBPM, first described as an
interacting protein for Ran (Nakamura et al., 1998, Nishitani et al., 2001), was identified as a strong
positive clone on P-galactosidase assays (data not shown). The RanBPM clone corresponded to the
amino acids 146-683 of RanBPM (RanBPM55) (GenBank accession number: AB008515), which is
schematically represented in Figure 1C. This novel interaction with TRs was reconfirmed in yeast
cotransformed with the bait using p-galactosidase assays (data not sh:own). The RanBPM protein has
. multiple domains: its amino-terminal end contains a long stretch of prolines and glutamines referred to
as the polyglutaminated region, followed by repeats in splA and Ryr domain (SPRY) (Ponting et al.,
1997), a lissencephaly type-I-like Homology motif (LisH) and a carboxy-terminal to LisH motif domain
(CTLH) domain. The SPRY, LisH and CTLH domains have unknown functions but have been

previously associated with protein-protein interactions (Adams, 2003, Ponting et al., 1997).

RanBPM is Expressed Ubiquitously

The RanBPM sequence in humans is highly homologous to rodents and is conserved in other
mammals (Nishitani et al., 2001). In order to establish the presence of endogenous RanBPM in different
cell lines, we conducted a Northern blot analysis (Fig. 2A). Blot analysis shows that RanBPM
transcripts are widely expressed in eukaryaotic cells lines, as it was also established by others (Nakamura
et al., 1998, Nishitani ef al., 2001). Accordingly, it shows RanBPM mRNA expression in every cell line
tested (Fig. 2A). Within the cell lines we used, RanBPM transcript was the highest in HEK, JEG-3 and
HeLa respectively. In CV-1 and PC12wt cells we found the lowest level of RanBPM ftranscripts

compared to hGAPDH in the cellular lines tested.
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The expression pattern of RanBPM in different human tissues was also studied using a
commercial dot blot membrane of human tissues revealing ubiquitous expression (Fig. 2B). RanBPM
transcripts were predominantly found in the testis (blot position F8) and oesophagus (A5). Interestingly,
we have also found high expression levels of RanBPM in the whole brain (A1), cerebral cortex (B1)

and the frontal lobe (C1).

Characterization of the Interaction between TRs and RanBPM

In order to reconfirm the interaction found in yeast, we performed GST pull-down assays with
GST-RanBPMS55 and radiolabelled TR isoforms. Figure 3A shows that RanBPM and all TR isoforms
interact in vitro and that this interaction is specific since the GST alone is not able to significantly
precipitate TRs.

Next, we wanted to characterize the régions implicated in the binding of TRs to RanBPM.
Since RanBPM was obtained using a portion of TRp2 as bait, this determination was accomplished
using this isoform. We used GST-TRB2 mutants represented in Figure 1B. Figure 3B shpws a
representative GST pull-down assay; RanBPM interacts as well with the wild type TRB2 than the
construction lacking the amino-teminal region used in the YTH experiment (TRB2 1-120A).
Furthermore, the construction TR DBD-only was sufficient to precipitate the radiolabelled RanBPM
protein (Fig. 3B). Taken together, these results suggest that the DNA-binding domain of TRs is
sufficient to bind RanBPM and is the main domain implicated in the interaction.

In order to determine the interacting region within RanBPM, we used different GST-RanBPM
constructions (Fig. 1D). The mutant corresponding to the amino acids 409-730 interacts with even more
affinity than RanBPM (Fig. 3C). This mutant contains an incomplete CTLH domain and the C-terminal
region of RanBPM. The RanBPM mutant corresponding to amino acids 231-409, containing a truncated
portion in the C-terminal of the SPRY domain and the complete LisH and CTLH domains, is very

weakly interacting with TRB2. The SPRY domain was previously described to be important for the
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interaction between RanBPM and other protein partners (Wang et al., 2002). However, our data suggest
that the SPRY and LisH domains are not required for TR—binding.

Since it is well known that many coregulatory molecules interact with TRs in a ligand-
dependent fashion (Ko et al., 2002), we tested whether the interaction between RanBPM and TRs was
affected by the presence of the ligand. Accordingly, GST pull-down assays were carried out in the
presence of increasing concentrations of T4 and T3. Results show that RanBPM is associated with both
the free and ligand-bound form of the receptor, in physiological and supra-physiological concentrations
(Fig. 3D).

RanBPM interaﬁts strongly with the DBD of TRs, a region which shares the highest homology
among NRs. We thus studied the interaction between RanBPM and other NRs. In Figure 4, we thus
reconfirmed the interaction with AR that was previously reported (Rao et al, 2002), and we
demonstrated that RanBPM interacts with ER and that a weak interaction is present‘with RAR and

RXRao.

RanBPM Interacts with TRs in Intact Cells

In order to confirm the presence of this novel interaction in vivo, co-immunoprecipitation in
intact mammalian cells was accomplished. Lysates from HeLa cells were used, since they
endogenously express TRs (Doulabi et al., 2002, Weinberger et al., 1986) and the RanBPM protein
(Nishitani et al., 2001). To raise proteins complexes, we used a polyclonal antibody recognizing all TR
isoforms (FL-408) or normal rabbit IgG as negative control. We show that the complexes formed by
precipitating TRs in living cells contain the RanBPM protein (Fig. 5). Furthermore, physiological (10
nM) and supra-physiological (100 nM, data not shown) concentrations of T; did not influence the
interaction between RanBPM and TRs, in concordance with in vitro GST pull-down assays. Therefore,
we conclude that the interaction between RanBPM and TR is ligand-independent in intact mammalian

cells.
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RanBPM is a novel coactivator for thyroid hormone receptors

To help determine the physiological function of this novel interaction in the regulation of TR-
responsive genes, we have accomplished transient transfections using luciferase reporter genes. CV-1
cells were chosen since they contain very low levels of TRs (Castillo et al., 2004, Lin et al., 1997). In
Figure 6 is depicted the relative luciferase activity and the fold activation on the TRETK pTRE.
Overexpression of RanBPM caused an important increase in hormone-dependent transactivation.
RanBPM effect on the transactivation of the reporter gene depended on the TR isoforms studied: the
increase in fold activation was 30%, 70% and 190% for TRo1, TRB1 and TRP2 respectively. There was
no effect on the ligand-independent repression (LIR) for all TR isoforms. In Figure 7 is represented the
results obtained with overexpression of the truncated protein, RanBPMS5S that also interacts with TRs
bp.t lacks the polyglutaminated region. When overexpressed, vRanBPMSS dramatically inhibits the
tl;anscription of the reporter gene, and the fold activation dirﬁinishes by 80%. Similar results with
RanBPM and RanBPMS55 were also observed with the DR+4 pTRE (data not shown). Therefore, even
if the N-terminus region of RanBPM is not required for the interaction with TR to occur, it is essential
for TR-mediated transactivation.

RanBPM and RanBPMS55 both interacting with TRs, we thus hypothesized that the inhibitory
effect of RanBPMSS was due to the competition with endogenous RanBPM present in CV-1 cells. To
explore this possibility we designed a competition experiment. In Figure 8 we show the dominant-
negative effect of RanBPMS5S5: the stimulating effect of RanBPM on TR-transactivation is gradually

abolished by increasing amounts of the truncated protein to the point where it induces repression.
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DISCUSSION

In the present study, RanBPM was identified as an interacting partner and coactivator for
thyroid hormone receptors. This novel interaction was first confirmed in yeast, followed by GST pull-
down studies. We demonstrated that the C-terminal portion of RanBPM is able to bind to the DNA-
binding domain of TRs. We have also shown that this interaction occurs in vivo by co-
immunoprecipitation in intact HeLa cells. Since RanBPM was recently found to be a coactivator for
AR and GR (Rao et al., 2002), we reconfirmed its interaction with AR. We also found that RanBPM
can bind to ER, but only weakly interacts with RARa and RXRa. The effect of the ligand on the
recruitment of RanBPM was tested in vitro and in vivo, and in both systems, there was no significant
modification of the interaction in the presence of Ts. Therefore, RanBPM is a putative protein partner
for TRs. | |

Investigating the transcriptional effect of this interaction, we performed transient transfections
with positive response elements .coupled to a reporter gene. The overexpression of RanBPM, which is
already present in CV-1 cells, increased reporter gene activity up to 190% the fold activation in
presence of physiological amounts of T;. In addition, overexpression of the N-terminal truncated
protein, RanBPM55, diminishes by 80% Ts-induced gene activation. This shows that even if
RanBPMS55 can bind TRs, it is not acting as an enhancer of transactivation; our hypothesis is that the
polyglutaminated region and a complete SPRY domain are needed for the activation of transcription.
Additionally, the effect of RanBPM on gene transactivation can be abolished by increasing amounts of
RanBPMS5S5, suggesting a competition for TR-binding and a dominant-negative effect of the truncated
protein. An important point needs to be raised from these results as to the presence of endogenous
expression of RanBPMSS5 in cells. In the literature, since i_ts first description, Western blots of RanBPM
from whole cells extracts show some amounts of a 55-kDa protein, depending on the cell origin and the
antibody used (Nishitani ef al., 2001). Therefore, the effect of RanBPM could depend on the amount of

RanBPMS55 also present in a specific cell and counteracting its effect. Most interestingly, this
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phenomenon is also observed with variants forms of two nuclear receptor corepressors, NCoR/NCoRi
(Hollenberg et al., 1996, Meng et al., 2005) and SMRT1/SMRT2 (Cote et al., 2004, Malartre et al.,
2004), which bear opposite effects on NR-transactivation.

In this paper we have also shown that RanBPM is able to significantly enhance TR-dependent
transcription. Moreover, the coactivator effect of RanBPM uncovered here on TR-transactivation has
the same magnitude than already established nuclear receptor coactivators. SRC-1 is a ligand-dependent
coactivator, first isolated following an YTH experiment using the hinge and ligand-binding domain of
the human progesterone receptor (PR) and was shown to stimulate PR, ER and TR transcription (Onate
et al., 1995). SRC-1 was later identified as a member of the p160 family of nuclear coactivators (Xu &
Li, 2003), increasing transactivation of pTREs by 3-5 fold when overexpressed in CV-1 cells. The
amplitude of the stimulating effect of SRC-1 on transcriptional activation is dependent on the nuclear
receptor and varies among NRs isoforms. Thus, it is able to mediate a sfronger activation, of
approximately 100 fold, on ER responsive genes (Takeshita et al., 1‘997, Takeshita et al., 1998).
Additionally, like SRC-1, RanBPM can enhance the transactivation of other NRs, suggesting broader
implication for this novel coregulator (Rao et al., 2002).

RanBPM, a 90-kDa Ran-binding protein shares great homology between different species
(Nishitani et al., 2001). We have shown that RanBPM is ubiquitously expressed in the cell lines and
human tissues we tested (Fig. 2B). The cellular localization of RanBPM is perinuclear and nuclear and
thus, is compatible with a transcriptional coregulator function (Nishitani ez al., 2001). The physiological
functions of this protein remains unclear; it was first reported as interacting with Ran, a small G protein
implicated in nucleocytoplasmic shuttling of cargo proteins through the nuclear pore
complex(Nakamura et al., 1998, Nigg, 1997). Ran has many protein partners like RanBP1 and RanBP2,
but unlike these proteins, no specific role is yet associated with RanBPM in nucleocytoplasmic
transport (Nigg, 1997). One possible mechanism explaining the increase of transactivation in the
presence of RanBPM could thus be the modulation of the nucleocytoplasmic shuttling of TRs which

could be further explored in future studies (Li et al., 2003). Recent observations have shown that TRs
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are mainly nuclear, but are also found in the cytoplasm and in the perinuclear region (Hager et al.,
2000). RanBPM could modify TR distribution by retention or recycling in the nucleus via the binding
to the Ran protein, allowing increased nuclear localization and transactivation of TRs. Compatible with
this hypothesis is the fact that the DBD of TRs interacts with RanBPM; this region was recently shown
to be important for TR export and recycling to the nucleus (Black et al., 2001).

An increasing number of coregulatory proteins, like GT198, P/CAF and PSF, are now shown to
bind to the DBD of TRs and new functions are described for this region of the receptor (Black et al.,
2001, Ko et al., 2002, Nagaya et al., 1996, Wardell et al., 2002, Yang et al., 1996, Zechel et al., 1994).
The DBD is composed of two zinc finger structures formed by four coordinated cysteine residues. The
D-box, located between the first and second cysteines of the second zinc finger, forms a dimerization
interface responsible of coordinating configuration and spacing of the homodimers and heterodimers
(Zechel et al., 1994). Deletion mutants studies have shoWn that nuclear import and export of NRs is
also mediated in part by a specific region of the DBD (Black et al., 2001), therefore influencing gene
transactivation. In addition to its important role in the binciing and recognition of the HRESs, the DBD is
now found to be implicated with many new aspects of NR actions, and needs to be more thoroughly
studied.

Others have previously demonstrated that RanBPM interacts with ARs and is able to
transactivate their response on different androgen response elements (Rao et al., 2002). However, the
interaction between RanBPM and AR is different from what we have found for TRs. The complete
SPRY domain was required for AR binding ir vitro. Furthermore, the luciferase assay results show that
the AR-mediated gene activation does not require the polyglutaminated region of RanBPM. The
findings that we report here thus contribute further to the understanding of the physiological role of
RanBPM.

Our results demonstrate that RanBPM is a novel coactivator of TRs. RanBPM could mediate
this effect through different pathways. In addition to a participation in nucleocytoplasmic shuttling, it

could act either as a classical coactivator, via its interaction with the basal transcriptional machinery or
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with complexes responsible for chromatin remodeling. Therefore, it would be of great interest to
establish whether RanBPM possesses acetyltransferase activity or if it is able to recruit HAT proteins.
Furthermore, it is interesting to note that Ran is able to bind to chromatin in vivo and interacts with
histones H3 and H4 ir vitro (Hayashi et al., 1995).

In conclusion, we have identified a new coactivator for TRs and established the regions
responsible for the interaction. We believe that RanBPM should be added to the list of NR coregulators,
and that it contributes to the isoform-specific and tissue-specific reponses to thyroid hormone.
Moreover, the fact that RanBPM is not interacting in the same fashion with AR and TRs raises an
important issue on receptor specificity. Further investigation needs to be pursued to determine the exact

mechanism of action of RanBPM as a coregulator of nuclear receptors.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Schematic representation of (A) the domain structure of TR isoforms, including the amino-
terminus, DNA-binding (DBD), hinge and ligand-binding domains (LBD) and identification of the bait
used in the yeast two-hybrid screen. (B) Representation of the TR mutants used in this study: TRB2 1-
120A, TRB2 NT, and DBD-only (C) Structure of RanBPM and RanBPMSS that contain a
polyglutaminated, SPRY, LisH and CTLH domains. (D) Representation of RanBPM constructions used

in the present study: RanBPM 409-730 and 231-409.

Figure 2: Expression pattern of RanBPM mRNAs in cells lines and human tissues. Analysis of the
expression pattern of RanBPM in different carcinoma cell lines and human tissues. (A) Northern blot
was hybridized with a **P-labelled cDNA probe representing the C-terminal end of RanBPM followed
by autoradiography. The membranes were then stripped and rehybridized with hGAPDH probe as a
loading control. Relative expression ratios of RanBPM transcripts were calculated as the percentage of
hGAPDH binding after analysis of the blot wifh the GelPro software. (B) A commercial dot blot
membrane of human tissues mRNA hybridized with a radiolabelled probe. RanBPM is ubiquitously

expressed in adult and foetal human tissues and cell lines.

Figure 3: In vitro interaction between thyroid hormone receptors and RanBPM. Analysis of the
interaction between different TR constructions and RanBPM using GST pull-down assays.
Representative pull-down analysis of GST fusion proteins and **S-labelled in vitro-translated proteins.
Percentage of input is included for reference (lane 1) and GST alone was used as a negative control

(lane 2). (A) All *S-labelled TR isoforms, TRal, TRB1 and TRP2, interact directly with GST-

RanBPMS55. (B) Determination of the regions responsible for the interaction of TRB2 with RanBPM.
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TRP2 deletion mutant 1-120A interacts with similar affinity than TRB2wt with radiolabelled RanBPM.
Also, $**-RanBPM interacts with TRB2 DBD-only, showing that the DBD of TRs is sufficient for the
interaction. (C) Study of the regions of RanBPM important for TR-binding. The C-terminal mutant
(409-730) binds more strongly to TRB2 and the LisH/SPRY domains (231-409) are not necessary for
the interaction. (D) In vitro interaction between GST-RanBPMS55 and radiolabelled TRB2 is not
affected by the presence of the ligand: increasing concentrations of T; did not significantly affect the

binding of the two proteins.

Figure 4: RanBPM interacts with other nuclear receptors. Representative pull-down analysis of
GST fusion proteins and *’S-labelled in vitro-translated proteins. Percentage of input is included for
reference (lane 1) and GST alone was used as a negative control (lane 2). GST Pull-down. analysis of
the interactions between GST-RanBPM55 and ”S-labelled‘ members of the nuclear receptor

superfamily: hERa, hRXRa, hRARa and hAR. Our assays reconfirm the interaction of RanBPM with

hAR, and show that RanBPM interacts with hERo and only weakly with hRAR and hRXRa.

Figure 5: RanBPM and thyroid hormone receptors interact in vivo in mammalian cells. Co-
immunoprecipitation of RanBPM with an anti-TR antibody (FL408), showing interaction in intact
mammalian cells. Immunoprecipitation with normal rabbit IgG (Pi) was used as negative control and
the positive control represents 50 pg of HeLa whole cell extract. The immunoblot was revealed using
the 5M anti-RanBPM antibody. HeL a cells were supplemented with T3 (10 nM) or the vehicle alone for
24 hours before cell lysis and during the co-immunoprecipitation study. RanBPM co-

immunoprecipitates with TR in HeLa cells and this interaction is not influenced by the presence of T.

Figure 6: Determination of the effect of RanBPM of TRETK-luciferase gene reporter level of

expression in mammalian cells. CV-1 cells were transfected with RanBPM, the different TR isoforms,
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TRETK-LUC reporter gene, and their respective empty vectors. Cells were treated for 24 hours with 10
nMT; or the vehicle before harvesting for luciferase assays. (A) RanBPM can enhance the activity of
the reporter gene as represented in relative luciferase units (RLU). (B) RanBPM action on TRETK-
LUC represented in fold éctivation (RLU in the presence of T5/RLU in the absence of Ts). Results are

representative of at least three independent experiments performed in triplicate + SEM.

Figure 7: RanBPMS55 inhibits Ts-transactivation. CV-1 cells were transfected with RanBPMS55-
pTracer, the different TR isoforms, TRETK-LUC reporter gene, and their respective empty vectors.
Cells were treated for 24 hours with 10 nMT; or the vehicle before harvesting for luciferase assays. (A)
RanBPMS5S5 inhibits the activity of the reporter gene as represented in relative luciferase units (RLU).
(B) RanBPMS55 action on the TRETK-LUC represented in fold activation (RLU in the presence of
T3/RLU in the absence of T3). Results are representative of at leést three independent experiments

- performed in triplicate + SEM.

Figurq 8: RanBPMS5S has a dominant-negative effect on TR-transactivation. CV-1 cells were
transfected with RanBPM-pcDEBA and increasing amounts of RanBPMS55-pTracer balanced with its
empty vector (500 ng, 1pg, 2 pg and 3 pg). TRETK-LUC was used as the reporter gene and TRB1
isoform as the receptor. Cells were treated for 24 hours with 10 nM of T; or the vehicle alone before
harvesting for luciferase assays. (A) Results expressed in relative luciferase units (RLU) show the
stimulating effect of RanBPM (second set of bars) compared to TRP1 alone (first set of bars).
Transfection of increasing amounts of RanBPMSS5 inhibits the activity of the reporter gene in a dose-
dependent fashion and produces a dominant-negative effect. (B) Results expressed as fold activation
(RLU in the presence of T3/RLU in the absence of Ts) showing the inhibitory dominant-negative effect
of RanBPM. Results are representative of at least three independent experiments performed in triplicate

* SEM.
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Abstract

Background: Thyroid hormones (THs) regulate their own production and secretion by a feedback
system involving the hypothalamic-pituitary-thyroid axis (HPT). Thyroid hormone receptors (TRs)
regulate the expression of the thyrotropin-releasing hormone (TRH) and thyrotropin (TSH) genes. These
genes of the HPT axis are negatively regulated by THs and are activated by low levels of THs. Although
they are crucial for thyroid hormone homeostasis, the molecular mechanisms responsible for TR-mediated
negative regulation of target genes are not completely understood. We have previously identified
RanBPM, a ubiquitously expressed 90 kDa polyglutaminated protein, as a coactivator of TRs on
positively regulated genes. Methods: In order to study the role of RanBPM in the regulation of genes of
the HPT axis, we used transient transfections of JEG-3 cells with luciferase reporter constructs of (human
TRH and TSHa. promoters. Results: Using this system, we found that the overexpression of RanBPM
increased the transcriptional activity of all TR-isoforms, by a magnitude of 2-fold and 3-fold for the TRH
and TSHo promoters respectively. However, since the stimulating effect of RanBPM on TR-
transactivation was greater in the absence of ligand, the ligand-dependent repression was statistically
diminished for TRB1 and TRP2 isoforms on the TRH promoter. Furthermore, the ligand-independent
activation of the TRB-isoforms was raised by 180% when they were co-transfected with RanBPM, on both
promoters tested. Conclusions: RanBPM is thus also able to modulate the transcription nTREs. The effect
of RanBPM on stimulating the transcriptional activity of nTREs could reflect an important role of this
protein in the regulation of the HPT axis in presence of low levels of THs, which is a crucial step in

maintaining TH homeostasis.
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Introduction

Thyroid hormone receptors (TRs) are members of the nuclear receptor superfamily (1, for review).
They function as ligand-dependent transcription factors through the recognition of thyroid hormone
response elements (TREs) generally found in the promoter region of target genes (2, for review). These
genes have been reported to be either activated or repressed in the presence of thyroid hormone (TH). The
regulation of positive thyroid hormone response elements (pTREs) by TRs has been more extensively
studied. The established model refers to the formation of specific coregulator complexes dependent on
conformational changes of TRs as the result of TH binding (3). TR interaction surfaces modification
results in the selective recruitment of corepressors inducing gene silencing in the absence of ligand (4, 5)
and their replacement by coactivators in the presence of T; (6).

Thyroidv hormone homeostasis is carefully regulated by a negative feedback system, the
hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis. The key factors in the HPT ‘axis are the hypothalamic
thyrotropin-releasing hormone (TRH) secreted by neurons in the suprapptic and supraventricular nuclei of
the hyppthalamus (7) and the thyrotropin (TSH) a— and B- subunits ;ecreted By the thyrotrope cells in the
anterior pituitary (8, for review). In the promoter region of the TRH and TSH genes, binding sites for TRs
have been characterized (9-11). In the absence of ligand, TRs activate the transcription of TRH and TSH
subunits and exert repression in the presence of TH (10, 12). As for pTREs, coregulator proteins are involved
in the regulation of nTREs but different mechanisms are .implicated (13, for review). However, the
mechanisms and protein partners of TRs required in order to fully exert the regulation on nTREs are not
entirely uncovered, although it has been estimated that nearly equal numbers of genes are repressed in
response to T3 in vivo (14, 15).

Two genes encode thyroid hormone receptors to produce TR isoforms: TRal, TRa2, TRBI, TRB2,
and TRB3 (2, 16). In the HPT axis, the TR-isoforms are not equally expressed: studies have shown that

although TRal is present, only the B—isoforms are highly expressed in the hypothalamus and anterior

pituitary (17-21). Given the particular expression profile of the p-isoforms, cellular models and transgenic
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mice studies have also shown their unique ability to regulate the TRH and TSH genes compared to the o.-
isoforms (22-25). KO mice for the B-isoforms show an inadequate repression of TRH (26, 27) and TSH (28)
in the presence of high TH levels, but also an impaired activation of the HTP axis in the presence of low TH.
Moreover, there is a rescue of the impaired TRH regulation in TRB-null mice by the tissue-specific
overexpression of TRB1, but not of TRal (26, 29).

The functional specificity of the B-isoforms in the regulation of nTREs resides in their specific N-
terminal sequence. The N-terminal portion of TR isoforms is thought to mediate differential interactions
with coregulators which result in their potent ability to repress the transcription in the presence of THs
(23). Segments located in the A domain of TRB2 were determined to be essential in order to mediate the
correct transcriptional regulation on both positively and negatively regulated genes (24, 26, 30).

RanBPM (Ran Binding Protein in Microtubule) was first identiﬁed as a protein partner of Ran,
which plays a central role in the assembly of cargo protein addressed for nucleocytoplasmic transport (31).
The RanBPM protein is found in different regions of the brain, including the HPT axis (32-37). We have
recently identified RanBPM as a novel coactivator of TRs on pTREs (36). RanBPM is able to interact
with TRal, TRB1 and TRP2, but shows stronger binding to the TRB-isoforms in vitro (36). Since
RanBPM is a ligand-independent partner of TRs which binds strongly to the p-isoforms, the major players
in the negative regulation, we hypothesized that RanBPM could play a role in the regulation of the HPT
axis. To investigate this possibility, we used transient transfections of luciferase reporter constructs in
JEG-3 cell that endogenously express the retinoid X receptor (RXR) which is an essential coregulator for
nTREs (38). In this article, we report the effect of RanBPM on the regulation of the human TRH and
TSHo promoters. We found that, as for pTREs, RanBPM activates the transactivation of the B-isoforms

on the nTRESs studied.
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Materials and Methods

Plasmid constructions

The expression plasmids used were pcDEBA-RanBPM90 (39), pSGS5-TR isoforms (human
cDNA) (24) and the corresponding empty vectors as controls.

The negative thyroid response element (nTRE) reporter constructs included the 5’-flanking
sequences from the human TRH (-900/+55) (10), or the common glycoprotein o-subunit (TSHo, -
846/+26) downstream of a minimal thymidine kinase promoter and fused to the luciferase gene in the PA3

vector (40).

Cell culture and transient tranfections

JEG-3 cells (Homo sapiens, ATCC HTB-36) were maintained in minimum essential media
(MEM) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), with a mix of antib';otics (Invitrogen,
Burlington, On). The day before transfection, cells were seeded in 6-well plates at approximately 10,000
cells per 35mm?” well. Cells were transfected as described before using the calcium phosphate precipitate
technique (CellPhect Transfection Kit, Amersham Biosciences, Baie D’Urfé, Qc, Canada) (36, 41). Into
each plate, 500ng of TR-pSGS, 3pug RanBPM-pcDEBA or the corresponding empty vectors, and 10pg of
the luciferase reporter gene were used. Sixteen hours after transfection, cells were fed with fresh media
supplemented with charcoal and resin stripped FBS with the addition of T3 (10nM) or the corresponding
vehicle. Cells were harvested 24-36 hours following the hormonal-treatment and processed for luciferase
assays. Luciferase activity was measured using an EG&G Berthold lumat LB 9507 luminometer. Data are
from at least three independent experiments performed in triplicate, and are displayed as mean + STDEV.

Statistical analyses were performed using the SigmaStat program version 2.03.
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Results

Effect of RanBPM on the regulation of the TRH promoter

Figure 1 depicts the effect of RanBPM on the regulation of the human TRH promoter in the JEG-
3 cell line. In Figure 1A, results are represented in relative luciferase units: in the absence and presence of
thyroid hormone, the overexpression of RanBPM significantly increases the transcriptional activity all
TR-isoforms studied compared to the empty vector (pcDEBA). The magnitude of the stimulation of the
transcription by RanBPM versus its empty vector is greater in the absence of T; representing a 2.21-fold
increase for TRa1, 2.44-fold for TRP1 and 1.71-fold for TRPB2.

In order to demonstrate the extent of RanBPM overexpression effect on the human TRH promoter
the results are also represented as ligand-independent activation (LIA: activity of the TR in the absence of
ligand/activvity of vector alone in the absence of ligand). In Figure 1B we ;show that only the LIA of TRal
is not significantly modified by RanBPM (p=0.138) whereas, the LIA of both TRB—isoforms tested are
significantly increased by RanBPM. An increase corresponding to 184% for TRB1 and 188% for TRB2 is
produced.

Figure 1C represents the ligand-dependent repression (LDR: activity of the TR in the absence of
ligand/activity of TR in the presence of Ts). As a result of the enhanced transcriptional activity of TRs by
RanBPM in the presence of T, the LDR of all the TRs studied are significantly decreased. Although the
transcriptional activity of each TR-isoform is different, the reduction of LDR by RanBPM is of equal

magnitude for all TR-isoforms tested and representes a lowering of approximately 20%.

Effect of RanBPM on the regulation of the TSH alpha-subunit promoter
We also tested the effect of RanBPM on the regulation of the human TSHa-subunit promoter.
Results represented in Figure 2A show that RanBPM is able to increase the transcriptional activity of all

TR-isoforms tested. The effect of RanBPM on the transactivation of the reporter gene in the absence of



RanBPM regulates the hypothalamo-pituitary axis

TH is modulated depending on the TR isoform studied: 1.82-fold for TRa1, 3.25-fold for TRB1 and 2.26-
fold for TRB2. RanBPM also increases the transcriptional activity of TRs in the presence of ligand.

Figure 2B illustrates the ligand-independent activation and shows a significant effect of RanBPM
on the transcriptional activity of the B-isoforms. Overexpression of RanBPM causes a significant increase
of the LIA on the B—isoforms corresponding to 158% for TRB1 and 180% for TRB2. As established in the
literature, TRPB2 is able to achieve significantly greater ligand-independent activation on nTREs than other
TR isoforms. The other TR-isoforms tested here require the presence of the heterodimer partner of TRs,
the RXR in order to produce the transcriptional repression in the presence of T (38).

Figure 2C illustrates the LDR of the TSHo promoter. Since the overexpression of RanBPM had a
stimulating effect on TRs-transactivation both in the presence and absence of T, the resulting LDR is only
slightly reduced. Contrary to the effect on TRH rggulation, no significant change in the LDR is observed

on the TSH-a promoter.
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Discussion

In this report we have studied the effect of RanBPM on the regulation of the TRH and TSHo
promoters, key factors regulating the HPT axis. Our results show that RanBPM is able to increase the
transcriptional activity of TRs on both promoters tested. As expected, the stimulation of TR-transactivation
by RanBPM was greater for the TRB-isoforms. This can be explained by the greater ability of the f—isoforms
to regulate nTREs, but also by the stronger binding of RanBPM to these specific TR-isoforms (36).
Furthermore, this is the first report of a ligand-independent TR-partner that has a stimulating effect on both
pTREs and nTREs.

RanBPM transcript is present in different lower organisms, proving its evolutionary links and shows
great homology between species (42-44). RanBPM was recently established as a coactivator of thyroid,
glucocorticoid and androgen receptors (36, 45). In vitro interaction studies showed that RanBPM is also able
to interact with other NRs (estrogen receptor, retinoic acid receptors RAR and RXR) (36, 45). The RanBPM
protein is expressed ubiquitously and is found in different regions of the brain, including the HPT axis (32-
37). This makes the effects of RanBPM on the transcriptional regulation of the HPT that we present in this
paper physiologically relevant.

Unknown factors still remain in the regulation of negatively regulated genes by TRs. Furthermore,
the HPT axis consists in a very unique cellular context with the expression of specific transcription factors
and coregulators. Interestingly, on nTREs, classic NR corepressors paradoxically function as coactivators in
the absence of Ts. This phenomenon may be explained by a different conformation adopted by TRs on
nTREs compared to pTRESs therefore creating allosteric changes in the interaction between TRs, coactivators
and corepressors and/or yet to be discovered coregulators (46). Accordingly, binding sites for TRs identified
for n'TREs do not fall into the typical nucleic acid consensus sequences or the promoter environment that are
found for pTREs. Essential players in the regulation of the HPT axis are the corepressors: nuclear receptor
corepressor (N-CoR) (5, 47) and the silencing mediator for the retinoid and thyroid hormone receptor

(SMRT) (1). In the established model of TR-transactivation on pTREs, they interact with TRs in their ligand-
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free conformation and mediate transcriptional repression (4, 5). However on the TRH gene the
overexpression of N-CoR or SMRT abolishes T3-dependent repression (48). In addition, SMRT and, to a
greater extent, N-CoR markedly enhance T;-independent transcriptional activation of TRH and TSH-o/B
genes. Disabling the interaction between N-CoR and TRs by the deletion of the interacting region in TRB
prevents the basal-level activation of TRH and TSHo/B genes but retains Ts-independent transactivation
(49). In this case, the corepressors activate the basal transcription rather than suppressing it by the
recruitment of histone deacetylases (HDACs) (49, 50). An explicative mechanism by which N-CoR mediates
transcriptional activation on nTREs could be via the sequestration of HDACs away from the transcription
initiation start site (51).
The steroid receptor coactivator-1 (SRC-1) (52) is another player involved in the regulation of the
HPT axis. SRC-1 deficient mice show partial resistance to THs at the level of the pituitary thyrotroph cells
(53, 54). They thus display an elevated serum TSH despite high serum levels of T, and Ts. Therefore, it
was suggested that SRC-1 may also be required to mediate full expression of the genes negatively
controlled by TRs (54).
- Since the physiological functions of RanBPM are yet to be discovered, various avenues of
" investigation are possible regarding the stimulating effect of RanBPM on the transcriptional activity of
NRs. Since RanBPM was shown to interact with the TFIID subunit of TAF4 (34), one possible
mechanism explaining the effects of RanBPM on TREs is that RanBPM could stimulate NRs
transcriptional activity by its interaction with components of basal transcriptional machinery, like the
TAF4 subunit of TFIID. Moreover, members of the TAFs protein complexes are crucial for the activity of
many transcriptional factors and different NRs including TRs, the vitamin D3 receptor and RAR (55, 56).
RanBPM could also favour a relaxed DNA-chromatin environment by an intrinsic HAT activity of
RanBPM or via the recruitment of classic coregulators, known to have HAT activity.
Another avenue of investigation regards the determination of the influence of RanBPM on the
ubiquitination and stability of TR proteins. It was shown that TRs are ubiquitinated both in the absence

and presence of hormone and that T;-binding induces rapid degradation of TRs mediated by the
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proteasome (57). However, pharmacological inhibition of the proteasome pathway results in a paradoxical
decrease in transcriptional activity of TRB1, despite increased receptor levels (57). These results suggest
that like for other NRs, in addition to the regulation of TR protein stability, the proteasome pathway is
essential for optimal Ts-dependent transcriptional activity (58, for review). This is consistent with the fact
that components of the proteasome, like ATPases TRIP1 and TBPI, are coactivators for TRs (6).
RanBPM was shown‘to be implicated in protein degradation by the proteasome. It was shown to be a
partner of a deubiquitination protein, USP11 (59) and acts as a proteasome degradation protector for p73,
a transcription factor (60). It is thus possible that it also affects the protein stability of TRs and increases
the amount of receptor available for transcriptional regulation or modifies their activity by non—proteoiytic
pathways.

The transport and retention of TRs in the nucleus are the first step for their transcriptional activity
and provide a first line of modulation of TH action. RanBPM was initially discovered because of its
interaction with Ran, which is a key player in the regulation of nucleocytoplasmic transport @1.
Therefore the effect of RanBPM on TR-transactivation could also be mediated by its influence on the
cellular localization of TRs. Nuclear receptors contain a nuclear localization signal (NLS) in their hinge .
region (61, 62, for review), and it was shown that the 15 amino acids linker between zinc fingers of the
DNA-binding domain (DBD) of nuclear receptors contains a major nuclear exportation signal (NES) for
TRs (63). Together, these data suggest that although the NLS is crucial for nuclear import of TRs, NES
contained in the DBD (region of specific interaction with RanBPM) of the receptor might be implicated in
exportation of the receptor.

It is now clear that TRs do not act alone and require a large network of coregulatory proteins and
transcription factors to modulate their activity. This is the first report examining the effect of RanBPM in
the regulation of genes of the hypothalamo-pituitary axis that are negatively regulated by THs. The study
of the effect of RanBPM on the human TSH-f promoter was not presented here since this negatively
regulated promoter requires the expression of specific pituitary transcription factors, rendering difficulties

in the experimental design to allow accurate investigation (64-66). Our results suggest that RanBPM may

10
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be implicated in increasing the expression of TRH and TSH genes in situations of thyroid hormone

deficiency. The mechanisms underlying the effect of RanBPM remain to be further studied.
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Human TRH promoter (-900/+55)
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Human TRH promoter (-900/+55)

Figure 1C  Ligand-Dependent Repression
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Human TSH-o promoter (-846/+44)

Figure 2A

55 -
50 -
45 -
40 -
3,5
3,0 1
2,5 A
2,0 4
1,5 -
1,0 -
0,5 -
0,0 -

pSG5 TRl TRBl TRAR pSGS TRol TRBI TRA2
||

Relative Luciferase Units

0 -Ts

%
m+T, l

F—— %

|

Figure 2B
45 -

4,0 -

351

3,0 1

25 A

20-

1,5

1,0 1

0,5 -

pcDEBA RanBPM-pcDEBA

Ligand-Dependent Activation

*
O pcDEBA

B RanBPM-pcDEBA

111

0,0

pSG5 TRol TRPL TR

22



RanBPM regulates the hypothalamo-pituitary axis

Human TSH-a promoter (-846/+44)
Figure 7A Ligand-Dependent Repression
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Figure Legends

Figure 1: RanBPM increases the transcriptional activity of TRs on the human TRH
prorﬁoter. JEG-3 cells were transiently transfected with TRH (-900/+55)-PA3 luciferase reporter
gene, TRs-pSG5 and RanBPM-pcDEBA or the corresponding empty vectors. (A) The results are
represented in relative luciferase units (RLU). * p=0.002 in the presence of RanBPM-pcDBEA
compared with the empty vector (pcDBEA). (B) The effect of RanBPM on TR-transactivation in
the absence of T is represented by the ligand-independent activation (RLU TR-pSGS -T; / RLU
pSGS —T3). * p=0.005. (C) The ligand-dependent repression (RLU -T3 / RLU +T3) * p=0,047.
Data are from at least three independent experiments performed in triplicate, and are displayed as

mean + SD.

Figure 2: RanBPM increases the transcriptional activity of TRs on the human TSH-a
promoter. JEG-3 cells were transiently transfected with TSH-alpha (-846/+44)-PA3 luciferase
reporter gene, TRs-pSGS5 and RanBPM-pcDEBA or the corresponding empty vectors. (A) The
results are represented in relative luciferase units (RLU) * p<0.001 in the presence of RanBPM-
pcDBEA compared with the empty vector (pcDEBA). (B) Ligand-independent activation (RL_U
TR-pSGS -T; / RLU pSG5 —T3) * p=0,005. (C) Ligand-dependent repression (RLU -T3 / RLU
+T3). Data are from at least threé independent experiments performed in triplicate, and are

displayed as mean + SD.
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10 Résultats complémentaires (1)

10.1 Les peroxisome proliferator-activated receptors

Les peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) sont membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires (Dendogramme 1 & Tableau 1). Les PPARs possédent
plusieurs isoformes (o, y et B/8) (Figure 15) (ISSEMANN et GREEN, 1990, DREYER et al.,
1992). Leurs ligands endogénes sont des dérivés lipidiques provenant de la diéte comme les
acides gras libres et les éicosanoides (ROSEN et SPIEGELMAN, 2001). PPARa est exprimé au
nivéau de tissus qui effectuent le catabolisme des d’acides gras &e maniére importante comme le
foie, le cceur, le tissu adipeux brun, les reins et I’intestin. Les r6les joués par le PPARB/S sont
moins connus. On sait qu’il est impliqué dans l’homéqstasie dés cellules cutanées, du colon et
des muscles squelettiques (HARMAN et al., 2004, DI-POI et al., 2004, pour revue). Cette
isoforme est aussi impliqué dans 1’utilisation des acides gras au niveau musculaire (WANG et
al., 2003) et des recherches récentes démontrent qu’il apporte un effet protecteur contre 1’obésité
en favoriéant Putilisation énergétique par les muscles squelettiques (WANG et al,, 2004). Le
PPARy joue un rdle majeur dans plusieurs phénoménes reliés a 1’adipogénése, dont la
distribution et ’oxydation des graisses, le métabolisme du glucose et celui des lipides
(DESVERGNE et WAHLI, 1999, FERRE, 2004, SHULMAN et MANGELSDORF, 2005, pour
revue). PPARy2 est exprimé de manicre exclusive au niveau des adipocytes et PPARyl est
retrouvé dans d’autres tissus comme le foie et les muscles et les cellules immunitaires (RICOTE
et al,, 1998, SARRAF et al., 1998, MARX et al., 1999, HEVENER et al., 2003, MATSUSUE et

al., 2003, NORRIS et al,, 2003). Au niveau des adipocytes, PPARy est responsable de
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’expression de plusieurs génes impliqués dans la différentiation adipocytaire et des génes qui
régulent la consommation des réserves d’énergie (CHAWLA et al., 1994, TONTONOZ et al.,
1994b, TONTONOZ et al., 1994a, HU et al., 1995, BRADLEY et al., 2001). L’état nutritionnel
influence I’expression des PPARy. On observe une augmentation de leur expression en état post-
prandial et en présence d’une diéte riche en gras (TONTONOZ et al., 1995, VIDAL-PUIG et al.,
1996, SCHOONJANS et al., 1996, MOTOJIMA et al, 1998, GLORIAN et al, 2001,
OLSWANG et al., 2002, TORDIMAN 17 et al., 2003) ainsi qu’une inhibition en état de jeline
(LOPEZ et al., 2003). Des études menées avec des récepteurs hPPARy mutants ont démontré
leurs roles dans le développement du syndrome métabolique. Une mutation au niveau du LBD
du hPPARYy qui cause la destruction de I’hélice-o. 12, agit comme un dominant négatif au niveau
transcriptionel ce qui résulte en un phéndtype de syndrome métabolique sévére (BARROSO et

al,, 1999, ALTSHULER et al., 2000).

L’élément de réponse des PPAR (PPREs) le plus connu consiste en deux demi-sites de
répétitions directes séparés par un nucléotide (DR+1) (KLIEWER et al., 1992b, PALMER et al.,
1995). Apreés la liaison du ligand, les PPARy forment un hétérodimeére avec le RXR au niveau
des PPREs (TONTONOZ et al., 1994b, TONTONOZ et al., 1994a, JUGE-AUBRY et al., 1997).
La présence des co-régulateurs est essentielle & P’activité des PPARs (NOLTE et al., 1998,
WESTIN et al.,, 1998). En absence du ligand, les PPARy inhibent sous les niveaux de base
’expression des génes cibles en se liant & des co-répresseurs (HU et LAZAR, 2000, pour revue,
SHI et al., 2002). En présence du ligand, ils recrutent des co-activateurs via leur AF-2 et
stimulent la transcription des genes cibles (PUIGSERVER et al., 1998, CASTILLO et al., 1999,
TOMARU et al, 2006). La famille des thiazolidinédiones (TZDs), des médicaments
couramment utilisés dans le traitement du diabéte de type II, ont une haute affinité pour les

PPARYy et leur rdle consiste & promouvoir la sensibilité & I’insuline (LEHMANN et al., 1995).
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Figure 15. Les différentes isoformes des PPARs et leurs fonctions. Représentation
schématique ainsi que les fonctions associées a chacune des isoformes des PPARs (8/B, o et ).

L’image a été modifiée a partir de : www.endotext.org/male/male3/ch01s04.html.
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Les PPARs et les TRs détiennent plusieurs caractéristiques communes. Nos études ont
démontré que le DBD constituait un point d’interaction majeur entre GRP1 et RanBPM et les
TRs (POIRIER et al., 2005, POIRIER et al., 2006b), nous avons alors voulu déterminer si GRP1
et RanBPM étaient des partenaires d’interaction des PPARs. Les résultats présentés constituent
le début d’un projet qui vise a déterminer 1’effet des nouveaux co-régulateurs GRP1 et RanBPM

sur les roles joués par les PPARs et plus particulie¢rement sur les PPARYy.
10.1.1 GRP1 et RanBPM sont des partenaires des PPARs

Des essais d’interactions in vitro effectués selon les protocoles cités dans les articles
(POIRIER et al., 2005, POIRIER et al., 2006b) ont permis de déterminer que toutes les
isoformes des PPARs interagissent avec GRP1 et RanBPM (Figure 16 A & B). Les domaines
importants pour I’interaction ont été étudiés a P’aide de différentes constructions de GRP1 et de
RanBPM (Figure 17 & 18). L’analyse des bandes obtenues apres autoradiographie démontre que
le domaine CC de GRP1 interagit tres faiblem.ent avec PPARyl (Figure 17). Nos résultats
antérieurs montraient que le domaine CC de GRP1 était incapable d’interagir avec les TRs
(POIRIER et al., 2005). L’interaction entre les PPARs et RanBPM semble également mettre en
jeux la méme région de RanBPM que nous avions identifiée pour les TRs (POIRIER et al.,
2006b). Suite a I’analyse des bandes, la construction C-Ter de RanBPM qui contient le motif

CTLH et CRA, interagit plus fortement avec PPARy2 que RanBPM55 (Figure 18).

83



S3%-mPPARa S33-mPPARS
10% GST GRP! 10% GST GRPI
R

- e— ’
S33 -hPPARY1 835-hPPAR}'2
10% GST GRPI 10% GST GRP!

- -
- i —

B

S35-mPPARG S35-mPPARJ
10% GST RanBPMSS 10% GST RanBPMSS
e — ——
S3-'-hPPAR}'1 S3-hPPARY2
RanBPMSS 10% GST RanBPM3S 10% GST

- :z.‘

s

Figure 16 : GRP1 et RanBPM sont des partenaires de toutes les isoformes des PPARs.
Essais de précipitation a la GST représentatifs (n=3). Pour chaque expérience, 5 pl ou 10 ul
de protéine PPAR radiomarquée ont été incubées avec 5 pul de GRPI-GST ou 20 pul
RanBPM55-GST.
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Figure 17 : Le domaine CC de GRP1 interagit trés faiblement avec P’isoforme PPARy1.
Essai de précipitation a la GST représentatif (n=2). Pour chaque expérience, 5 ul de I’isoforme

PPARYyI1 radiomarquée a été incubée avec 5 ul de GRP1-GST ou GRP1-CC-GST.
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Figure 18 : La région carboxy-terminale de RanBPM interagit fortement avec PPARY2.
Essai de précipitation & la GST représentatif (n=2). Pour chaque expérience, 5 pl de I’isoforme
PPARy2 radiomarquée a été incubée avec 20 pl et 10 pl de RanBPMS55-GST et N-Ter/C-Ter-

GST respectivement.
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Par la suite, nous avons étudié 1’effet d’une dose croissante de rosiglitazone (Rosi) par
rapport au véhicule (H,O) sur I’interaction entre PPARy]1 et les nouveaux co-régulateurs des TRs
que nous avons identifiés (Figure 19). La Rosiglitazone fait partie de la famille des TZDs, des
agonistes des isoformes PPARy (Figure 19B). Suite 4 D’analyse de I’intensité des bandes
obtenues aprés autoradiographie, aucune différence significative n’a été décelée dans
I’interaction en présence ou en absence de Rosiglitazone (Figure 19A). Donc, GRP1 et RanBPM
semblent étre des partenaires d’interaction des PPARs qui ne sont pas sensibles 4 la Rosi. Ces
résultats ont été présentés 4 la 8™ journée scientifique de I’équipe de physiologie endocrinienne
(mai 2006, Canton de Magog, Qc, CANADA) et au Keystone Symposia, Nuclear Receptors:

Orphan Brothers (mars 2006, Banff, Alb, CANADA).
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Figure 19 : L’interaction entre GRP1 et RanBPM et PPARy1 n’est pas influencée par la
rosiglitazone. (A) Essais de précipitation a la GST représentatifs (n=3). Pour chaque expérience,
5 ul de I’isoforme PPARy1 radiomarquée a été incubée avec 5 ul et 20 pl de GRP1-GST et
RanBPM355-GST respectivement avec une dose croissante de rosiglitazone (Rosi). (B) Structure

moléculaire de la rosiglitazone. L’image provient de : http://www.3dchem. com/ more molecules

S$35-hPPARY1
RanBPMS5 5 GRPI GST e
25 10 0 25 10 0 25 10 0 0

.asp?ID=265& othername=Avandia.
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11 Résultats complémentaires (2)

Dans le but de mieux comprendre par quel(s) mécanisme(s) RanBPM apporte un effet
stimulateur sur I’activité transcriptionnelle des TRs, nous avons d’abord étudié si RanBPM était
capable d’interagir avec certains co-régulateurs connus des NRs. Par la suite, I’effet de RanBPM
en combinaison avec certains co-activateurs a été étudié par des essais transcriptionnels sur
I’isoforme TRB1 avec un pTRE (le palindrome, TRETK) couplé au géne rapporteur de la

luciférase.

11.1 RanBPM interagit avec des co-régulateurs des récepteurs nucléaires

RanBPM via la construction C-Ter interagit in vitro avec tous les co-activateurs
membres de la famille p160, soit; SRC-1, SRC-2 et SRC-3 (Figure 20A). Par d’autres essais, |
nous avons découvert que cette méme construction de RanBPM interagit in vitro avec SMRT
(Figure 20B). Par contre, RanBPMS55 ou sa construction C-Term (a.a. 409-729) n’interagissent
pas avec le CBP/p300 de source murine (Figure 20C). Les essais de précipitation & la GST, ont
été effectués selon le protocole cité dans les articles (POIRIER et al., 2005, POIRIER et al.,

2006b).
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Figure 20 : RanBPM interagit avec plusieurs co-régulateurs des NRs. (A) RanBPM
interagit avec tous les co-activateurs membres de la famille SRCs. (B) La construction C-Ter
de RanBPM interagit avec le co-répresseur SMRT. Essais de précipitation a la GST
représentatifs (n=3). (C) RanBPMS55 ou la construction C-Ter n’arrivent pas & précipiter le
mCBP. Pour chaque expérience, 5 pl et 10 pl de protéines radiomarquées SRCs/mCBP et

SMRT respectivement ont été incubées avec 10 pl de C-Ter-GST ou 20 ul RanBPM55-GST.
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11.2 L’effet de RanBPM en combinaison avec des co-activateurs connus

11.2.1 Introduction

Dans le but de mieux comprendre le role de RanBPM en lien avec les co-activateurs
classiques comme SRC-1 et CBP, nous avons effectué des essais transcriptionnels avec le géne
rapporteur de la luciférase dans les cellules humaines HEK-293 (ATCC# CRL-1573). Les
cellules HEK-293 sont un modéle cellulaire couramment utilisé dans les études de 1’activité
transcriptionnelle des NRs (GUARDIOLA-DIAZ et al, 1999, TAGAMI et al., 1997,
HATZIVASSILIOU et al.,, 2003). La protéine RanBPM y est exprimée de maniére endogéne
(POIRIER et al., 2006b). Cette ligné cellulaire est fréquamment utilisée dans des études
concernant 1’activité transcriptionnelle des TRs (HATZIVASSILIOU, et al., 2003, LIU et al.,

2005a, WEBER et al., 2002).

11.2.2 Matériels & Méthodes

Les cellules HEK QBI sont maintenues & 37°C 4 5% dioxyde de carbone (CO?) [milieu
Dulbecco minimum essential medium (DMEM) supplémenté avec 10% de sérum foetal bovin
(FBS) contenant 2 mM de L-glutamine, 1.5g/L. de sodium bicarbonate, et 1.0 mM sodium
pyruvate]. La veille de la transfection, approximativement 2,500 cellules sont ensemencées dans
chaque puits de 3,6 mm. Les cellules sont ensuite transfectées par la technique du phosphate de
calcium tel que décrit dans (POIRIER et al., 2005, POIRIER et al., 2006b, POIRIER et al.,
2006a). Dans chaque plaque de 6 puits (Sham/T; en triplicatat) un total 150 ng de TRB1-pSGS5,
250 ng de RanBPM-pcDEBA, 1 pg de SRC-1-pCRII ou mCBP-pSG5 et 2 pg de TRETK-pA3
pTRE couplé au gene rapporteur ont été transfectés ainsi que les vecteurs vides correspondants.
16 heures aprés la transfection, les milieux de culture sont remplacés par du milieu frais

contenant du FBS dont les hormones ont été retirées par un traitement au charbon activé et a la
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résine échangeuse d’anions (AG® 1X8 Resin, 200-400 Mesh, Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules CA), puis, supplémenté avec la T3 (10 nM) ou le véhicule seul (Sham). Les cellules

sont lysées 24-36 heures suivant le traitement hormonal et Iactivité luciférase est mesurée 2

I’aide d’un luminométre (EG&G Berthold lumat LB 9507).

11.2.3 Résultats

L’isoforme TRP1 a été choisie pour cette étude car elle produit une activation importante
des pTREs en présence de T; et qu’elle bénéficie d’un contact supplémentaire avec SRC-1 au
niveau de son domaine AF-1 (WEISS et RAMOS, 2004, pour reveue). Nous avons d’abord
déterminé que RanBPM avait un effet transcriptionnel sur le pTRE TRETK au niveau des
cellules HEK-293 aux mémes concentrations utilisées dans les cellules CV-1 lors de nos travaux
antérieurs (LAFLAMME et al., 2002, POIRIER et al., 2005, POIRIER et al., 2006a) (Figures 21
et 22). La concentration d’ADN des co-activateurs & étre transfectée fut établie par des essais
dose-réponse. Nous avons identifié ainsi des concentrations d’ADN pour lesquelles SRC-1 et
CBP provoquaient la stimulation de I’activité transcriptionnelle de TRB1 & des niveaux médians
pour ne pas causer un embourbement transcriptionnel.

Nos résultats démontrent que I’addition de RanBPM et de SRC-1 produit un effet
synergique significatif au niveau de 1’activité transcriptionnelle des TRs (figure 21). C’est-a-dire
que P’activation générée par la présence conjointe de SRC-1 et RanBPM est plus grande que la
somme de ’activation provenant de SRC-1 et RanBPM séparément (1tp=0.011). Par la suite
nous avons étudié I’effet de RanBPM en combinaison avec CBP qui n’est pas un partenaire
d’interaction de RanBPM in vitro (Figure 20B). La co-transfection de RanBPM et CBP crée un

effet additif sur ’activité transcriptionnelle de TRB1. C’est-a-dire que I’effet correspond 2 la

somme du pouvoir stimulant de RanBPM et mCBP sur I’activité transcriptionnelle de TRB1.
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Figure 21 : RanBPM crée un effet synergique sur I’activité transcriptionnelle de TRB1 en
combinaison avec SRC-1. Des essais luciférase ont ét€ menés dans les cellules HEK QBI co-
transfectées avec RanBPM et SRC-1 sur le pTRE TRETK. L’effet co-activateur créé par la co-
transfection de RanBPM et SRC-1 (c) est plus grand significativement que I’effet produit par
RanBPM (2) et SRC-1 (b) séparément (Tp=0.011). Les résultats sont exprimés par la moyenne
de Pactivité luciférase relative (RLU) * stdev provenant de trois expériences indépendantes en

triplicata. *p=0.001 en comparant le RLU a celui de TRB1 pcDEBA/pSGS.
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Figure 22 : RanBPM crée un effet additif sur D’activité transcriptionnelle de TRB1 en
combinaison avec CBP. Des essais luciférase ont été menés dans les cellules HEK QBI co-
transfectées avec RanBPM et mCBP sur le pTRE TRETK. L’effet co-activateur créé par la co-
transfection de RanBPM et mCBP () n’est pas plus grand que la somme des effets produits par
RanBPM (2) et le mCBP (b) séparément. Les résultats sont exprimés par la moyenne de

Iactivité luciférase relative (RLU) provenant d’une expérience en triplicata.
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PARTIE IV

DISCUSSION
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12 Discussion

12.1 Caractérisation de ’interaction entre les nouveaux co-régulateurs
identifiés et les TRs

GRP1 et RanBPM sont des nouveaux partenaires d’interaction des TRs. La
caractérisation de I’interaction entre GRP1 et RanBPM et les TRs a débuté par 1’étude des points
de contact en essais de précipitation & la GST. Les résultats démontrent que les TRs semblent
interagir au niveau de plusieurs portions de GRP1 et de RanBPM.

Une étude plus approfondie des domaines impliqués confirme que les domaines CC et
Sec7 ne sont pas nécessaires a 1’interaction entre GRP1 et les TRs. Une portion de GRP1 qui
comprend le domaine PH et la queue polybasique en carboxy-terminal constitue un point
d’interaction important avec TRP2. Le domaine PH de GRP1 est impliqué dans la
reconnaissance des phospholipides. Par contre, d’autres ligands ont également été décrits, tels la
sous-unité B/y de protéines G hétérodimériques (TOUHARA et al., 1994), I’actine (YAO et al,,
1999) et la PKC (YAO et al.,, 1994). 1l est donc possible que le domaine PH de GRP1 puisse
reconnaitre des molécules protéiques, comme les NRs, en plus des phospholipides. La région
polybasique de GRP1 joue un rdle dans le degré d’affinité de GRP1 a différents phospholipides
et aux protéines (DIERKS et al., 2001). Une analyse plus poussée de I’interaction entre GRP1 et
les TRs a ce niveau pourra orienter les études concernant la fonction physiologique de cette
interaction.

La liaison entre la protéine RanBPM et les TRs semble aussi mettre en jeux plusieurs

points de contact. Par contre, nous avons noté que I’affinité de RanBPM pour les TRs est plus
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importante au niveau de sa région carboxy-terminale qui contient les domaines CTLH et CRA.
De plus, cette méme région de RanBPM est impliquée dans l’interaction avec les SRCs er
SMRT. La région amino-terminale de RanBPM qui contient le domaine SPRY et LisH est

également capable d’interagir avec les TRs, mais avec moins d’affinité.

12.1.1 L’importance du DBD dans Dinteraction entre les nouveaux co-
régulateurs et les NRs

GRP1 et RanBPM sont des nouveaux partenaires du DBD des TRs. Le DBD est suffisant
pour permettre I’interaction avec les deux nouveaux co-régulateurs. Par contre, GRP1 est un
partenaire d’interaction spécifique au DBD car sa présence est essentielle afin de permettre la
liaison aux TRs. Pour sa part, RanBPM semble posséder plus d’un point d’interaction au niveau
des TRs. Le DBD seul arrive a interagir avec RanBPM mais la région amino-terminale semble
aussi impliquée car son retrait (construction 1-120A) diminue le degré d’affinité 8 RanBPM. De
plus, nos résultats montrent que RanBPM interagit avec plus d’affinité avec les isoformes TR
qui posseédent une région animo-terminale spéciﬁque. RanBPM pourrait donc s’associer aux TRs
via le DBD, et le domaine amino-terminal pourrait jouer un rdle modulateur sur I’interaction.
Les points d’interactions entre RanBPM et le AR a également été situé au niveau du DBD et de
son amino-terminus (RAO et al., 2002).

Etant donné le haut degré d’homologie que I’on retrouve au niveau du DBD des
membres de la superfamille des NRs, nous avons étudié la possibilité que GRP1 et RanBPM ne
seraient pas des partenaires d’interaction uniques aux TRs. Nous avons ainsi pu établir que
GRP1 et RanBPM sont capables d’interagir avec les ARs, le ERa, ainsi de toutes les isoformes
des PPARs. Cependant, I’interaction avec le RAR et le partenaire d’hétérodimérisation des TRs,

le RXRa, était quasi nulle.
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Ces résultats suggérent que les nouveaux co-régulateurs que nous avons identifiés
pourraient étre impliqués dans les mécanismes de régulation des NRs en général. Il serait
pertinent de savoir si la région amino-terminale des NRs joue un réle modulateur sur la liaison
ainsi que de valider par co-immunoprécipitation les interactions identifiées in vitro avec les
autres NRs. De plus, le fait que GRP1 et RanBPM n’interagissent pas avec le partenaire
d’hétérodimérisation des TRs, le RXR, devra étre confirmé en co-immunoprécipitation et étudié
plus en détails.

11 est clair, pour le moment, que 1’étendue des fonctions jouées par le DBD n’est pas
encore connue. Le DBD des NRs n’est pas strictement associé a la reconnaissance des HREs et a
la formation des dimeéres. Plusieurs co-régulateurs des NRs se lient au DBD pour ensuite
influencer leur activité transcriptionnelle : ANPK, ARIP3, ARIP4, GT198 et de PSF (JANNE et
al., 2000, pour revue, MATHUR et al., 2001, KO et al., 2002). De plus, certains co-régulateurs
bien décrits qui s’associent aux NRs via I’ AF-2 possédent également des points de contacts au
DBD, comme le co-activateur PCAF (BLANCO et al.,, 1998). Le DBD pourrait également
influencer 1’activité transériptionnelle des NRs en modifiant leur localisation celluléire par la
présence de signaux d’importation et d’exportation nucléaire (NLS/NES). Comme c’est le cas
pour SNURF, un co-activateur des ARs, qui interagit dans leur DBD et favorise leur transport

ainsi que la localisation nucléaire (POUKKA et al., 2000b).

12.1.2 L’effet des agonistes sur I’interaction entre les nouveaux co-régulateurs et
les NRs

Nos études au niveau de la formation de complexe entre GRP1 et RanBPM et les NRs
ont démontré que les agonistes n’influencent pas I’interaction (in vitro et par co-ip). De plus, nos
études en essais transcriptionnels démontrent que GRP1 et RanBPM ont un effet autant en

présence qu’en absence d’HTs (pTREs versus nTREs). D’un autre c6té, I’équipe qui a décrit
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I’interaction entre RanBPM et les ARs a démontré que I’affinité entre RanBPM et le AR était
plus importante en présence de I’agoniste R1881 (co-ip) (RAO et al., 2002). Plusieurs raisons
peuvent expliquer ce fait. Tout d’abord, il est important de mentionner qu’il existe plusieurs
différences entre les TRs et le AR. Le fait le plus marquant est le phénoméne d’autodimérisation
du AR en présence d’agoniste. En effet, ’AF-1 de la région amino-terminale du AR interagit
avec I’AF-2 du LBD (BERREVOETS et al., 1998) et I’autodimérisation du AR est essentielle
afin d’atteindre I’activité transcriptionnelle maximale ainsi que le recrutement des co-activateurs
(SAITOH et al., 2002, QUIGLEY et al., 2004, JAASKELAINEN et al., 2006). La conformation
spéciale adoptée par le AR en présence d’agoniste semble donc favoriser I’interaction avec
RanBPM.

- Dans le méme ordre d’idée, étant donné que nos essais d’interaction concernant les
PPARSs ont été effectués seulement in vitro et en présence d’un seul type d’agoniste des PPARs,
il est envisageable de croire que GRP1 et RanBPM pourraient étre des partenaires d’interaction
sensibles aux ligands dans un contexte différent. Comme on le sait, les expériences in vitro
conétituent le début d’une investigation, non pas des absolus.bUn exemple de ce phénomene
provient de la premiére description du co-activateur PPAR gamma coactivator-1 (PGC-1).
L’interaction entre les PPARy et PGC-1 se produisait de maniére indépendante & la présence de
Rosi in vitro mais dépendante du ligand in vivo (PUIGSERVER et al., 1998). De plus, certains
nouveaux co-régulateurs s’associent de mani¢re dépendante ou indépendante au ligand en
fonction du type de NRs. Un bon exemple est le forkhead homologue in rhabdomyosarcoma
(FHR) : il interagit en absence du ligand avec les TRs et le RXR et en présence du ligand avec le
ER (ZHAO et al,, 2001). L’implication du ligand au niveau de I’interaction entre GRP1 et

RanBPM et les autres NRs devra étre confirmée dans un contexte cellulaire. De plus, il serait
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possible que I’interaction entre GRP1, RanBPM et les PPARs soit sensible a d’autres ligands
parmi la vaste gamme des ligands possibles des PPARs.

La plupart des interactions avec les co-régulateurs des NRs sont influencées par la présence
et/ou absence des agonistes. Cependant, il est également important de noter que la nature des essais
effectués pour isoler de nouveaux co-régulateurs des NRs est souvent elle-méme spécifique a
I’addition ou au retrait du ligand. C’est-a-dire que 1’on cible souvent les recherches sur I’AF-2 ou le
LBD, soient les régions ou ’on retrouve les changements de conformation les plus importants
dépendamment de la présence du ligand. La littérature fait maintenant état de plusieurs co-

régulateurs qui interagissent avec les NRs peu importe leur association au ligand.

12.2 GRP1, un nouveau co-répresseur des TRs

Afin d’explorer le role physiologique de I’interaction entre GRP1 et les TRs, nous avons
effectué des essais transcriptionnels. GRP1 provoque une diminution globale de tous les taux -
transcriptionnels observés pour les trois isoformes actives des TRs sur les pTREs (TRETK,
LYSX2). La répression en absence du ligand n’a pas été modifiée en présence de GRP1. L effet
de GRP1 sur I’activité transcriptionnelle des TRs est dose-dépendante. De plus, GRP1 inhibe
Pactivation transcriptionnelle en absence d’HTs au niveau des promoteurs endogénes humains
de la thyrolibérine et de la sous-unité alpha de la thyréostimuline. GRP1 n’influengait pas

Pactivité transcriptionnelle des TRs au niveau des nTREs en présence de Ts.

12.2.1 GRP1, un compétiteur pour la liaison des TRs aux TREs

Le DBD est essentiel a ’interaction du TR avec GRP1. Comme mentionné plus t6t, le
DBD est associé a plusieurs fonctions des NRs. D’une part, la boite P est requise pour la
reconnaissance des TREs sur I’ADN. D’autre part, la boite D est impliquée dans la dimérisation

des TRs et la stabilisation de la liaison & PADN. L’effet co-répresseur de GRP1 sur activité
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transcriptionnelle des TRs implique donc une inhibition de la liaison des TRs & leur TRE ou de
la formation des diméres.

Pour valider la premiére hypothése, nous avons étudié 1’effet de GRP1 sur la liaison des
dimeéres au niveau de différents pTREs. Nous avons démontré, en essais EMSA, que la présence
de GRPI1 diminue la formation des homodiméres TR/TR de 25-35% et la formation des
hétérodiméres TR/RXR de 45-50% sur les pTREs (DR+4 et le palindrome inversé). Par contre,
lorsque GRP1 est ajouté on n’observe pas la formation d’un complexe de poids moléculaire
supérieur, se qui suggére que GRP1 n’est pas présent dans les diméres formés par les TRs sur les
pTREs. II reste tout de méme qu’il s’agit d’exprériences in vitro et qu’elles ne prennent pas en
ligne de compte tous les facteurs qui pourraient étre impliqués au niveau cellulaire. Des essais de

| précipitation a la chromatine (ChIPs) devront étre menés afin d’établir la présence de GRP1 dans
Ienvironnement des promoteurs regulés par les TRs.

Par la suite, nous avons déterminé que GRP1 n’avait pas d’effet sur la formation de
complexes protéiques TR/TR ou TR/RXR par des essais de précipitation a la GST. Par contre,
’ajout d’une dose cfoissante d’oligo double-brin de DR+4 inhibe I’interaction eﬁtre GRP1 et les
TRs (diminution de 75% par rapport a ’oligo double-brin contr6le). GRP1 agirait donc comme

un compétiteur des TRs vis-a-vis leur liaison a I’ADN.

12.2.2 Conclusion et perspectives sur GRP1

GRP1 agit donc comme compétiteur pour la liaison des TRs a I’ADN. Ce mécanisme par
lequel GRP1 agit comme co-répresseur n’a pas été identifié pour d’autres co-répresseurs a ce
jour. Dans la littérature actuelle, un mécanisme semblable a été mentionné pour le chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor (COUP-TF). Il s’agit d’un récepteur orphelin
qui a la capacité de se lier aux HREs. COUP-TF diminue I’activité transcriptionnelle des TRs en

associant aux TREs. Ce phénoméne cause une diminution de la reconnaissance des TREs par les

101



TRs et réduit leur activité transcriptionnelle (COONEY et al., 1993, LENG et al., 1996). Par
contre, GRP1 ne s’associe pas aux TREs comme 1’a démontré nos essais EMSA.

Etant donné la localisation membranaire de GRP1 ainsi que ses implications dans des
voies de signalisation, son interaction avec les TRs au niveau cytoplasmique pourrait aussi faire
un lien avec certaines actions rapides des HTs. De plus, les ERs semblent également étre une
cible pour GRP1. Les oestrogénes possédent des actions génomiques bien décrites (MORIARTY
et al., 2006, pour revue). GRP1 pourrait étre impliqué de manicre a mettre en lien les effets non-

génomiques et les effets génomiques de ces hormones.

12.3 RanBPM, un nouveau co-activateur des TRs

RanBPM stimule I’activité transcriptionnelle des TRs de 30, 70 et 190% de TRal, TRB1
et TRB2 respectivement au niveau de pTREs (TRETK et DR+4) en présence de T;. RanBPM
-augmente de 2 a 3-fois I’activité transcriptionnelle des TRs au niveau des promoteurs humains
endogénes du TRH et TSH-alpha en absence d’HTs. En général, I’effet stimulant de RanBPM
sur I’activité transcriptionnelle des TRs est plus puissant pbur les isoformes TR.

Dans le but de mieux comprendre par quel(s) mécanisme(s) d’action RanBPM stimule
I’activité transcriptionnelle des TRs j’ai débuté 1’étude concernant RanBPM en lien avec des co-
régulateurs connus. Dans cette optique, j’ai démontré que RanBPM était un partenaire
d’interaction in vitro des différents SRCs et de SMRT, mais pas de mCBP. Les essais
transcriptionnels ont montré que la co-transfection de RanBPM et SRC-1 produit un effet
synergique sur I’activité transcriptionnelle des TRs. Par contre, la co-transfection de RanBPM et

du mCBP produit seulement un effet additif.
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12.4 Les hypothése sur le mécanisme d’action de RanBPM

I1 existe plusieurs hypothéses sur le(s) mécanisme(s) de RanBPM en lien avec les TRs.
Elles sont résumées également & I’aide d’un schéma (Schéma 1). Le projet de mon doctorat était
concentré au niveau des études sur RanBPM comme un co-activateur classique des NRs. Les
autres hypothéses sur le mécanisme d’action de RanBPM sont des projets d’études en cours dans

notre laboratoire.

12.4.1 RanBPM, co-activateur classique des NRs

Nos résultats ont démontré que RanBPM stimule I’activité transcriptionnelle des TRs au
niveau de pTREs et nTREs. De plus, RanBPM a été identifié comme un partenaire d’interaction
de la sous-unité TAF4 du TFIID, un des composants de la machinerie transcriptionnelle de base -
(BRUNKHORST et al., 2005). Il est donc possible que RanBPM agisse comme un co-activateur
classique des NRs. Les résultats obtenus dans le cadre de mes études doctorales sont
intéressants, mais il reste béaucoup a faire dans la poursuite du projet afin de déterminer la
fonction de RanBPM sur l’activité transcriptionnelle des NRs. Il faudra d’abord valider les
interactions entre RanBPM et les SRCs par des co-ip ainsi que vérifier si I’ajout du ligand
apporte des changements a ces interactions. Nous désirons également étudier I’interaction entre
RanBPM et SMRT dans un contexte cellulaire ainsi que la possibilité que RanBPM soit
également un partenaire de NCoR. Ces résultats pourront déterminer si RanBPM stimule
’activité transcriptionnelle des TRs en absence de T; sur les nTREs en recrutant ces co-
répresseurs. De plus, nous désirons démontrer la présence de RanBPM dans I’environnement
d’un promoteur endogéne contenant un TRE (Ex; SERCA et I’hormone de croissance). Pour ce
faire, des essais d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIPs) sont présentement en mise au

point.
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Cell membrane

lmportins |
Nuclear por
complex
Nuclear envelop Ran GTP

Schéma 1. Les hypothéses concernant les mécanismes d’action de RanBPM comme co-

activateurs des TRs. Représentation schématique des trois hypothéses concernant le mécanisme
d’action de RanBPM, soit : i) comme co-activateur fesant partie des complexes co-activateurs
recrutés par les TRs ou en lien avec la machinerie transcriptionnelle de base, ii) un effet
protecteur sur la dégradation des TRs par le protéasome par son interaction avec une
déubiquitinase, la protéine USP11, iii) influence sur le transport des TRs en lien avec la protéine
Ran. L’image de la membrane plasmique a ¢ét¢é modifiée a partir de:
library .thinkquest.org/27819/ch3_2.shtml et I’image du complexe du pore nucléaire provient de:
www.scripps.edu/~stoffler/proj/NPC/npc.html. L’image du protéasome a été modifiée a partir
de: (KINYAMU et al., 2005). Le complexe des NRs avec les co-activateurs et ARN
polymérase II a été modifiée a partir de : (GLASS et ROSENFELD, 2000).
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Comme mentionné plut6t, SRC-1 et CBP sont des partenaires d’interaction de RanBPM
et les actions des SRCs sont généralement en liens étroits avec celles de CBP (voir a la section
3.5.1-2). Pour certains NRs, comme les ERs et les PRs ainsi que les isoformes TRp, la
surexpression conjointe de SRC-1 et de CBP crée un effet synergique sur I’activité
transcriptionnelle (SMITH et al., 1996, LEE et al., 2003). Toutefois, le contexte cellulaire, la
présence d’un promoteur transfecté comparativement & un promoteur intégré dans les
chromosomes, le profil d’expression des co-activateurs et des NRs sont des facteurs & prendre en
considération dans I’interprétation des résultats (Lee et al., 2002). Dans notre modele cellulaire,
la surexpression de RanBPM en combinaison avec SRC-1, provoque un effet synergique sur
’activité transcriptionnelle de TRB1 et la présence conjointe de RanBPM et CBP n’a créé qu’un
effet additif. Ce phénomeéne pourrait signifier que le mode d’action de RanBPM soit relié & celui
des co-activateurs de premiere vague des TRs, comme les SRCs. Le mécanisme d’action de
CBP, qui fait partie de la deuxiéme vague dé co-activateurs, ne serait pas associé a celui de
RanBPM. Une autre conclusion que nous pduvons tirer d’apreés nos résultats est que RanBPM
n’influencerait pas ’activitt HAT de CBP comme c’est le cas de certains co-régulateurs
(PERISSI et al., 1999).

Etant donné la complexité entourant la formation des complexes co-activateurs des NRs,
plusieurs phénoménes devront étre étudiés avant de conclure sur la nature des liens entre
RanBPM et les co-activateurs connus. Premiérement, I’interdépendance de SRC-1 et CBP n’est
pas un absolu. Dans certains modeéles cellulaires des cellules HEK QBI, I’effet synergique des
SRCs en combinaison avec le CBP était dépendant de la présence de CARMI1, une HMT (LEE

et al., 2002). Deuxi¢mement, les isoformes des TRs posseédent des niveaux d’affinité différents
pour chacun des SRCs et CBP. Les isoformes TR, par exemples, possédent un second point de

contact pour SRC-1 dans leur domaine AF-1 (TIAN et al., 2006). En conséquence, il serait donc
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pertinent d’étudier les effets de différentes combinaisons de co-activateurs connus avec RanBPM
sur I’ensemble des isoformes des TRs en essais transcriptionnels. Ces études devront également
étre menées sur différents promoteurs et dans plus d’un modeéle cellulaire afin de tirer des
conclusions sur I’effet de RanBPM en combinaison avec des co-activateurs. Nous devrons
également appliquer ces mémes essais au niveau de promoteurs contenant des nTREs en
combinaison avec SMRT que nous avons identifié comme partenaire de RanBPM.
Dépendamment, des résultats complémentaires obtenus dans la poursuite de ce projet, il serait

également pertinent de vérifier si RanBPM posséde une activité HAT intrinséque.

12.4.2 Effet protecteur de RanBPM sur la dégradation des NRs

La voie de dégradation par le protéasome joue un role crucial et permet notamment la
dégradation sélective de protéines qui ont une courte demi-vie comme les régulateurs du cycle
cellulaire, ou des protéines qui pourraient provoquer des états cellulaires prolifératifs comme les
facteurs de croissance (CIECHANOVER, 1998). L’activité protéolytique du protéasome permet
également le recyclage des acides aminés et I’élimination de protéines portant de nombreuses
modifications post-traductionnelles. En plus de son réle dans la dégradation des protéines, on
reconnait aussi des activités non-protéolytiques au protéasome. Il influence notamment I’activité
de plusieurs facteurs de transcription, leurs co-régulateurs ainsi que sur la chromatine et la
machinerie transcriptionnelle de base (SALGHETTI et al., 2000, KINYAMU et al., 2005, pour
revue). Certains composants du protéasome ont aussi été identifiés comme des co-activateurs des

TRs (MCKENNA et al., 1999, pour revue).

Les TRs font partie des cibles de la voie de I’ubiquitine et leur dégradation met en jeu le
protéasome (DACE et al., 2000). La présence de T3 induit d’ailleurs une dégradation rapide des
TRs par les voies protéolytiques du protéasome. L’inactivation des activités protéolytiques du

protéasome par différents composants chimiques, diminue 1’activité transcriptionnelle malgré le
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fait que la quantité de TRs dans les cellules soit plus importante (CHEN et al., 2003). D’autres
facteurs influencent la stabilité des TRs, comme par exemple, la phosphorylation causée par la
voie des MAPKSs qui favorisent une meilleure stabilité (JONES et al., 1994, LEITMAN et al.,

1996, TING et al., 1997).

RanBPM pourrait faire partie des protéines qui influencent les activités du protéasome
sur les TRs. La protéine RanBPM régule son propre niveau d’ubiquitination, par son association
a USP11 (IDEGUCHI et al, 2002). Il serait donc possible que RanBPM influence
’ubiquitination des TRs par le recrutement de USP11. D’ailleurs, RanBPM influence la stabilité
et D’activité transcriptionnelle du facteur de transcription p73a (KRAMER et al., 2005).
RanBPM pourrait donc apporter un effet stimulant sur I’activité transcriptionnelle des TRs en

favorisant leur stabilité.

12.4.3 RanBPM et le transport nucléocytoplasmique des NRs

RanBPM fut d’abord identifié comme une protéine partenaire de Ran-GTP (NISHITANI
et al., 2601), une petite protéine G de la famille de Ras. Ran est imbliqué dans la formation des
complexes a étre transportés de part et d’autre de I’enveloppe nucléaire (NISHIMOTO, 1999).
Les études sur la cinétique du transport et de la localisation nucléaire des TRs sont peu
nombreuses (ZHU et al., 1998, BUNN et al., 2001, MARUVADA et al.,, 2003). De plus,
plusieurs de ces études démontrent que les TRs n’utilisent pas la voie classique de I’exportation
nucléaire et les importines impliquées dans 1’importation ne sont pas‘ encore décrites (BLACK et
al., 2001).

11 serait possible que RanBPM ait un effet co-activateur sur I’activité transcriptionnelle
des TRs en influengant la localisation cellulaire des TRs. La protéine RanBPM favoriserait le
transport nucléaire des TRs via son assoéiation avec la protéine Ran. RanBPM pourrait

également influencer la localisation nucléaire des TRs en favorisant leur rétention au noyau, car
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la surexpression de SRC-1 augmente la période de résidence des TRs au noyau ainsi que leur
activité transcriptionnelle (MARUVADA et al., 2003). Ce mécanisme d’action a également été
décrit pour la protéine SNURF, un co-activateur des ARs (POUKKA et al., 2000b). Par sa
liaison au DBD des ARs, SNURF favorise leur transport au noyau et leur activité

transcriptionnelle.
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PARTIE V

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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13 Conclusion générale et perspectives

Le domaine de recherches entourant les mécanismes impliqués dans la régulation
transcriptionnelle des NRs s’est considérablement étendu. La découverte et la caractérisation de
nouveaux co-régulateurs des NRs aménent de nouveaux questionnements sur 1’étendue du réseau
qui influence I’activité transcriptionnelle des NRs. Comme par exemple la liaison de GRP1, une
protéine membranaire, aux TRs, principalement nucléaire, peut sembler surprenante aux
premiers abords. Sans oublier la littérature hétéroclite au sujet de la protéine RanBPM, qui nous
force a admettre que ses roles physiologiques restent & découvrir. Néanmoins, ils font maintenant
partie du collectif des protéines qui influencent plusieurs processus cellulaires dont la régulation
transcriptionnelle des NRs.

Comme il existe un lien important entre la régulation transcriptionnelle et le ratio
NRs/co-régulateurs présents, la poursuite de nos recherches sur le mécanisme d’action de ces
déux nouveaux co-régulateurs s’inscrit dans la génération de inodéles KO d’abord au niveau de
cellules puis d’animaux. Nous pourrons ainsi étudier les effets causés par I’absence de GRP1 et
de RanBPM sur I’activité transcriptionnelle des NRs, un élément manquant pour le moment dans
nos études car leur expression est ubiquitaire.

Dans le projet concernant les PPARs, nous désirons d’abord poursuivre ’étude dans le
but de déterminer I’effet de GRP1 et RanBPM dans la différenciation adipocytaire. Nous
étudions présentement le profil d’expression de GRP1 et RanBPM dans la lignée pré-
adipocytaire 3T3-L1 et au niveau des tissus adipeux différenciés. Il sera intéressant de
déterminer le réle de GRP1/RanBPM dans la régulation de génes impliqués dans le
développement de la résistance 4 I’insuline et d’autres troubles reliés par des essais

transcriptionnels avec un geéne rapporteur.
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