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RESUME

L’Hsp90 (Heat Shock Protein 90) fait partie de la
structure hétéro-oligomérique métastable et inactive
des récepteurs des stéroides. Les données récentes sur
ses propriétés de protéine de stress, de chaperon
moléculaire spécialisé ainsi que les acquisitions sur sa
structure tridimensionnelle sont ici exposées avec une
focalisation particuliére sur son impact dans la signa-
lisation par les stéroides.

En particulier, son double réle de modulateur posi-
tif et négatif vis-a-vis de la fonction des récepteurs est

analysée tout au long du processus d’activation-désac-
tivation par les ligands stéroidiens.

Il est proposé que la machinerie de chaperonnage
de I’Hsp90 assiste le récepteur dés sa synthése en évi-
tant son collapsus et en facilitant sa structure ouverte,
apte a lier ’hormone. De plus, ’Hsp90 pourrait inter-
venir au cours de la structuration du core hydro-
phobe du récepteur autour de I’hormone, mais éga-
lement prendre en charge le récepteur aprés la
dissociation du ligand.

SUMMARY  Hsp90 functional interaction with steroid receptors

Hsp90 (Heat Shock Protein 90) is a component of
the inactive and metastable hetero-oligomeric struc-
ture of steroid receptors. Recent data on Hsp90 struc-
ture and function as a stress protein and dedicated
molecular chaperone are here reviewed with a parti-
cular focus on Hsp90 chaperone cycle interfering with
steroid receptor action.

The dual role of Hsp90 as a positive and negative
modulator of steroid receptor function is considered

Les hormones stéroides, produites essentiellement
dans les gonades et dans les surrénales, agissent dans les
cellules cibles par I’intermédiaire de récepteurs spéci-
fiques qui jouent le rdle de transmetteurs du message
hormonal. A la différence des récepteurs d’hormones
polypeptidiques, ces récepteurs ne sont pas membra-
naires mais intracellulaires. Certains, comme ceux de
I’cestradiol et de la progestérone, sont localisés dans le
noyau de la cellule, méme en absence de ligand ; d’autres
sont essentiellement cytoplasmiques, comme ceux des
glucocorticoides et des minéralocorticoides, et sont trans-
loqués dans le noyau en présence du ligand spécifique.
La liaison entre le récepteur et son stéroide est non cova-
lente, réversible et obéit a la loi d’action de masse. Elle
est caractérisée par une haute affinité (Kd = 0,1-1nM),
une grande spécificité pour le ligand et un nombre limité
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along the activation-desactivation process of the
receptors.

It is proposed that Hsp90 chaperone machinary
assists the receptor during its synthesis thus avoiding
collapse and facilitating an open structure able to bind
ligand efficiently. Moreover, it is suggested that Hsp90
may help the folding of the hydrophobic core of the
receptor around the ligand and finally Hsp90 may cha-
perone the receptor after the dissociation of the ligand.

de sites, de I’ordre de 104 a 10° par cellule cible. Il s agit
donc d’une liaison saturable et tissu-spécifique bien
qu’on découvre de plus en plus certains récepteurs aux
stéroides dans des organes classiquement non-cibles.

EN ABSENCE D’'HORMONE, L'Hsp90

FAIT PARTIE DE LA STRUCTURE
HETERO-OLIGOMERIQUE DES RECEPTEURS
DES STEROIDES

Les récepteurs des hormones stéroides sont des fac-
teurs de transcription, activables par leurs ligands spéci-
fiques, qui régulent I’expression génique des organes
cibles. Deux formes de récepteurs peuvent étre isolées a
partir des homogénats tissulaires ou cellulaires : en
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absence d’hormone, une forme de coefficient de sédi-
mentation 8S, métastable et stabilisée par le molybdate,
est présente dans la fraction cytosolique, lie spécifique-
ment I"hormone et n’est pas capable de se lier a I’ADN.
En présence d’hormone, le récepteur est retrouvé dans la
fraction nucléaire de I’homogénat d’ou il est extractible,
par 0,4M KCI, sous forme 4S. Cette forme 4S possc¢de
une haute affinité pour ’ADN et se lie spécifiquement
aux consensus HRE (Hormone Response Element) pré-
sents dans les promoteurs des génes régulés par les sté-
roides. In vitro, la forme 8S peut étre transformée en
forme 4S par la température (37° C) ou par les sels. Cette
transformation, qui s’accompagne de I'apparition d’affi-
nité pour I’ADN, peut seulement étre accélérée par la
présence d’hormone. Certains récepteurs comme ceux
des glucocorticoides et des minéralocorticostéroides, en
subissant cette transformation, perdent rapidement la
sapacité de lier I’hormone avec haute affinité.

Des anticorps polyclonaux et un un anticorps mono-
clonal BF4 obtenu a partir de la forme 8S du récepteur
de la progestérone de Poulet, ont permis de démontrer
que cette forme était hétérooligomérique et comprenait
dans sa structure, en plus des sous-unités A et B liant
I’hormone, une protéine reconnue spécifiquement par
BF4 de 90kDa (Joab et al., 1984). 1l s’agit d’une com-
posante commune aux formes 8S de tous les récepteurs
des hormones stéroides, qui se dissocie lors de la trans-
formation du 8S en 48, identifice par clonage molécu-
laire, caractérisation biologique et biochimique comme
¢tant la protéine de choc thermique 90kDa (Hsp90: Heat
shock protein 90) déja connue pour former des com-
plexes transitoires avec la tyrosine kinase oncogénique
pp60*= (Catelli ef al., 1985a, b; Schuh et al., 1985).

Lorsque les récepteurs des stéroides et la pp60¥' sont
en interaction avec I"'Hsp90, ils sont réprimés dans leur
fonction respective de facteurs de transcription (liaison a
I’ADN) et de tyrosine kinase. Ces observations font attri-
buer a I’'Hsp90 un role négatif de maintien de ses cibles
a I’état réprimé (Baulicu & Catelli, 1989).

PROPRIETES ET STRUCTURE DE L’Hsp90

L Hsp90 est une protéine acide, phosphorylée, abon-
dante (1 % des protéines cellulaires) et ubiquitaire, trés
conservée de la bactérie a I'Homme. dont la synthese est
accrue par le choc thermique et d’autres formes de stress.
Sa localisation subcellulaire essentiellement cytoplas-
mique et particllement nucléaire, devient a prédominance
nucléaire apres un choce thermique (Parsell & Lindquist.
1993).

L Hsp90 comme les autres Hsp appartient a une classe
de protéines conservées et ubiquitaires, corrélées fonc-
tionnellement, et appelées chaperons moléculaires
(Gething & Sambrook, 1992). Ces protéines, en condi-
tions physiologiques ou de stress (thermique, oxydatif ou
inflammatoire), interagissent avec des protéines non
natives en prévenant les interactions intra et intermolé-
culaires inappropriées, en favorisant les étapes produc-

tives du repliement polypeptidique. évitant ainsi I"agré-
gation ou le collapsus. Les chaperons assistent ¢gale-
ment ["assemblage et le désassemblage oligomérique, et
la translocation des protéines a travers les membranes,
sans faire partie de la structure finale et active de la pro-
teine assistée.

In vitro, "'Hsp90 posseéde une activité de chaperon
moléculaire seule ou en coopération avec 1I'Hsp70 et
d’autres protéines auxiliaires (Miyata & Yahara, 1992
Wiech et al., 1992: Freeman et al.. 1996). In vivo, en
conditions physiologiques et de stress, I"'Hsp90 contri-
bue, comme d’autres chaperons, a I’homéostasie pro-
téique cellulaire en contrant les effets déléteres de la pro-
téotoxicité (Nathan et al.. 1997). Néanmoins, I'Hsp90 est
considérée comme un chaperon spécialisé puisqu’elle
joue un rdle indispensable dans la régulation conforma-
tionnelle d’un nombre limité¢ de molécules de signalisa-
tion. Les cibles spécialisées de I"'Hsp90, en plus des
récepteurs des stéroides et de la pp60*~™ (Picard et al.,
1990 : Xu & Lindquist, 1997). sont des kinases du cycle
cellulaire (Weel), ou régulatrices de la synthese protéique
(eiF-20-kinase), la caséine kinase II (signalisation par le
calcium), la Rafl kinase (composante de la voie MAP
kinases), des facteurs de transcription comme HSF (Heat
Shock Factor) et MyoD (régulateur de la différenciation
musculaire). A cette liste se sont récemment ajoutées la
protéine suppresseur de tumeur p53, la NO-synthase et
une reverse-transcriptase (Pratt & Toft, 1997 ; Buchner,
1999). Des protéines de structure comme [’actine et la
tubuline et des protéines auxiliaires participant aux
machineries de chaperonnage interagissent également
avec I'Hsp90. La remarquable variété d'interventions de
I"Hsp90 dans différentes voies de signalisation a été
récemment interprétée, sur la base d’expériences géné-
tiques chez la Drosophile, comme facilitatrice de I’évo-
lution morphologique. Cette facilitation dépendrait du
pouvoir « tampon» de I"'Hsp90 vis-a-vis de mutations de
protéines qui controlent la morphogenese (Rutherford &
Lindquist, 1998).

Alors que I'Hsp90 n’est pas une protéine essentielle
chez E. coli. elle est indispensable pour la viabilité chez
la levure, la Drosophile et vraisemblablement chez tous
les vertébrés. Chez la levure, bien que 5 % de la concen-
tration normale intracellulaire de 1"'Hsp90 soient suffi-
sants pour la viabilité cellulaire, des taux importants et
inductibles par la chaleur sont nécessaires pour la crois-
sance a des températures ¢élevées (Parsell & Lindquist,
1993). De plus. I'expression de I'Hsp90 est positivement
régulée par les stimuli mitogeénes, le cycle cellulaire, le
développement, les infections virales et les carcinogenes
(Jérome et al.. 1991, 1993). Ceci indique que 1"Hsp90
joue son role de chaperon moléculaire non seulement
aprés un choc thermique mais dans toutes les situations
ou la physiopathologie cellulaire requiert une synthese
protéique brusquement accrue.

La génétique de la levure a permis de démontrer que
I’'Hsp90 était un ¢lément indispensable et actif dans plu-
sieurs voies de signalisation, y compris celle des sté-
roides et de la kinase pp60** (Picard er al., 1990; Xu
& Lindquist 1993). Dans une souche de levure exprimant
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un trés faible taux d’Hsp90 (5 % de la valeur normale),
la fonction des récepteurs des hormones stéroides est
gravement compromise. L absence de ce chaperon molé-
culaire empécherait les récepteurs d acquérir une confor-
mation appropri¢e pour I'activation subséquente par
I’hormone. L’Hsp90 est donc nécessaire en absence
d’hormone au maintien des récepteurs dans un état inac-
tif mais activable par le ligand spécifique (Bohen er al.,
1995).

L’alignement de séquences et la digestion protéoly-
tique ont montré que I'Hsp90 possédait une structure
modulaire dans laquelle les deux modules N- et C-ter-
minaux trés conservés sont reliés par une région char-
ni¢re de longueur variable selon les espéces, riche en
aminoacides chargés négativement (région A); le module
C-terminal comprend une zone avec un “leucine-zipper”
potentiel (Z), et une deuxiéme région chargée (B) qui
participe au site de dimérisation. La protéine native est
un dimeére tres allongé et flexible, le site de dimérisation
€tant constitué par les 200 aminoacides C-terminaux qui
s’associent de fagon antiparalléle (Nemoto ef al., 1995 ;
Meng et al., 1996). 11 a été supposé que la flexibilité
conformationnelle du dimére puisse dépendre de la
région charniére, une augmentation supraphysiologique
de température induisant un changement de conformation
qui rapproche les deux extrémités N-terminales ainsi que

la formation de multimeéres a partir du dimére natif

(Maruya et al., 1999 ; Chadli et al., 1999). Deux iso-
formes codées par deux génes, o et B, différenticllement
inductibles par la chaleur, sont présentes dans le cytosol
des vertébrés supérieurs ; une autre protéine cytosolique,
appelée TRAPI ou Hsp75, chaperon du récepteur de
type 1 du TNF, moins abondante et strictement appa-
rentée a I’Hsp90, est dépourvue de la zone charniére; un
homologue de I'Hsp90, la Grp94. est présent dans le
reticulum endoplasmique (Buchner, 1999).

Tout récemment, la structure tridimensionnelle du
fragment N-terminal (1-221) de I’'Hsp90 de levure et
humaine a été résolue (Stebbins ef al., 1997 : Prodromou
et al., 1997). Ce fragment posséde un site ATP non cano-
nique, similaire a celui de ’ADN gyrase B. suggérant
ainsi que I’Hsp90 est une ATPase comme d’autres Hsp
(e.g. Hsp70 et Hsp60 ou GroEL). La faible activité
ATPase de I’Hsp90 a ensuite ¢té démontrée nécessaire a
sa fonction vitale ainsi qu’a sa fonction de chaperon vis-
a-vis de cibles spécifiques comme les récepteurs des sté-
roides (Panaretou et al., 1998). La méme poche de liai-
son de ’ATP-ADP lie également la geldanamycine,
antibiotique a activité antitumorale. qui rend inactive
I’Hsp90. La liaison de I'’ATP ou ADP n’a pas révélé des
changements majeurs de conformation du fragment N-
terminal. La découverte du site ATP dans la partie N-ter-
minale de I"Hsp90 a amené a reconsidérer expérimenta-
lement ses propriétés in vitro de chaperon moléculaire
jusqu’alors considéré ATP-indépendant. Le domaine N-
terminal (domaine ATPase) et le domaine C-terminal
peuvent séparément supprimer I’agrégation de protéines
non natives, le premier d’une fagon ATP-dépendante et
le deuxieme en absence d’ATP. Donc. deux sites de cha-
peronnage présents sur la molécule d’Hsp90 semblent

16 JUIN 1999 363

contribuer indépendamment a son activité. Le site N-ter-
minal serait spécifique des protéines complétement
déplices et serait influencé par FATP-ADP et la gelda-
namycine. Le site C-terminal aurait une activit¢ de cha-
peron vis-d-vis d’intermédiaires de repliement inactifs
mais proches de I’état natif (Young er al.. 1997 ; Schei-
bel er al.. 1998). 11 a ¢1é suggéré que la région char-
nicre A, adjacente a la région ATPase. pourrait étre cru-
ciale pour les changements conformationnels de
I"ensemble de la molécule et pour la liaison productive
a ses substrats protéiques (Scheibel ¢r al., 1999).

LE CYCLE DU CHAPERON Hsp90 ET LA MATU-
RATION DES RECEPTEURS DES STEROIDES

De nombreuses ¢tudes ont contribué a I'identification
des composantes du cycle du chaperon Hsp90 qui inter-
viennent dans la maturation conformationnelle des récep-
teurs des stéroides. (Pratt & Toft, 1997 ; Buchner, 1999).
Dans le cytosol. le dimére Hsp90 est associ¢ en partic
avec des sous-groupes de protéines auxiliaires, retrouvés
de la levare aux mammiferes, suggérant que les fonctions
remplies par les différents complexes sont conservées
chez les cucaryotes et dépassent le contexte des récep-
teurs des stéroides.

Le passage séquenticl des réeepteurs des stéroides par
au moins deux de ces complexes, dont I'Hsp90 consti-
tue le ceeur de Pinteraction, est néeessaire pour la liaison
appropri¢e de I'hormone et I"acquisition des propriétés
activatrices. Le premier complexe est constitué¢ de
["Hsp90 en interaction avee Hop (ou Hsp60 ou Stil chez
la levure). Hop interagirait simultanément avec I'Hsp70
et ses deux cofacteurs, I'Hsp40 (ou Dnal) et Hip. jouant
ainsi le role de coordinateur de deux machineries de cha-
peronnage. celle plus pléiotropique de 'Hsp70, et celle
plus spécifique de I'Hsp90. Le deuxieme complexe est
constitu¢ de I'Hsp90 associée @ une immunophiline de
haut poids moléculaire et a la p23. Dans les deux com-
plexes, la liaison de Hop ou de I'immunophiline i
I"Hsp90 implique le motif TPR (tetratricopeptide) com-
mun aux deux prot¢ines (Radanyi ¢r al.. 1994 ; Prodro-
mou ¢t al., 1999). Le passage des récepteurs entre les
deux complexes est tres dynamique et requiert quelques
minutes.

Le role de chaque composante de ces complexes n'est
pas completement ¢lucidé. Certaines protéines ont une
fonction de charpente et d’assemblage, d’autres possedent
des propriétés de chaperon ou cochaperon. Hip et I"'Hsp40
(ou Dnal) régulent I"activite ATPase de I"'Hsp70. Hop
fait le pontage entre Hsp70 et Hsp90: les immunophi-
lines. méme seules, ont une activité de chaperon qui
s’ajoute a leur propri¢té de catalyse de I'isomérisation
des liaisons prolyl-peptide. La p23. protéine acide et
cochaperon, s’associe uniquement avee I'Hsp90 liée a
IPATP. cette association étant inhibée par la geldanamy-
cine, inhibiteur compétitif de I'ATP sur ce site non cano-
nique. Ainsi, la geldanamycine bloque la maturation
compléte du deuxieme complexe Hsp90-récepteurs. Dans
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ce cas, les récepteurs, tout en étant en interaction avec
I’Hsp90, perdent la capacité de lier I’hormone avec une
haute affinité et sont en partie ciblés vers la dégradation
par le protéasome (Whithesell & Cook, 1996 ; Seignitz
& Gehring, 1997). Pour le récepteur des glucocorti-
coides, le premier complexe comprenant 1I’Hsp70 et
I’Hsp90 serait suffisant pour sa compétence a lier I’hor-
mone alors que pour d’autres récepteurs, comme celui de
la progestérone, I’interaction avec le deuxiéme complexe
serait également requise. Dans tous les cas, il est plau-
sible que I’effet positif sur la conformation de la poche
hormonale soit obtenu a travers des cycles répétés de
chaperonnage du récepteur par les deux complexes.

STRUCTURE MODULAIRE DES RECEPTEURS
DES HORMONES STEROIDES :

LE DOMAINE DE LIAISON A L'HORMONE
INTERAGIT AVEC L'Hsp90

En parali¢le avec la découverte de la présence
d’Hsp90 dans les complexes 8S des récepteurs des sté-
roides, le clonage de ces récepteurs (Beato, 1989 ; Mans-
geldorf et al., 1995) a permis la description de leur struc-
ture modulaire. Le domaine N-terminal, qui posse¢de une
activité transcriptionnelle hormono-indépendante (AF1 =
Activating Function 1), est suivi du domaine a doigts de
zinc qui lie ’ADN (DBD = DNA Binding Domain), a
son tour connecté par une région charniere au domaine
de liaison a I’hormone (LBD = Ligand Binding Domain).
Le LBD porte également une fonction d’activation trans-
criptionnelle hormono-dépendante (AF2) induite par les
changements de conformation et le recrutement de coac-
tivateurs. La région C-terminale porte une fonction de
dimérisation qui coopére avec celle du deuxieme doigt de
zinc.

La possibilit¢ d’exprimer un récepteur sauvage ou
muté dans les cellules Cos7 (qui sont dépourvues de
récepteur), a conduit a I’analyse de la formation de com-
plexes avec I’Hsp90 endogene, détectés avec des anti-
corps spécifiques par immunoprécipitation ou alourdis-
sement sur gradient de sucrose. Cette approche a montré
les similitudes et les différences, parmi les récepteurs
des hormones stéroides, de leur mode d’interaction avec
I’'Hsp90. Le LBD est nécessaire a I’interaction récep-
teur-Hsp90 mais, alors qu’il est suffisant pour le récep-
teur des glucocorticoides, il ne I’est pas dans le cas du
récepteur des oestrogeénes (Pratt e al., 1988 ; Chambraud
et al., 1990 ; Cadepond et al., 1991). Pour ce dernier
récepteur, la zone comprise entre la fin du DBD et le
début de la région charniére qui précede le LBD, se
révele cruciale pour la stabilit¢ de I’interaction avec
I’Hsp90. Cette région charniére comprend le signal de
localisation nucléaire (NLS: Nuclear Localization Signal)
constitué de résidus chargés positivement. L’hypothése
d’une interaction électrostatistique entre les charges posi-
tives des récepteurs et les charges négatives de 1"Hsp90
de vertébrés semble en partie vérifiée (Binart et al.,
1989).

Les études sur la stoechiométrie des complexes Hsp90-
récepteurs suggerent qu’en général une molécule de
récepteur est associée a un dimere d’Hsp90, I’exception
étant le récepteur des cestrogénes qui est retrouvé sous
forme dimérique associé¢ a un dimére d’Hsp90 dans le
complexe 8S (Sabbah er al., 1989). De plus, la traduction
de I’ARN messager des récepteurs des stéroides dans le
lysat de réticulocytes de Lapin, dont la composition pro-
téique ressemble a celle d’un cytosol et contient des pro-
téines ubiquitaires comme 1’Hsp90 et 1I’'Hsp70, a permis
de démontrer que I’association récepteur-Hsp90 a lieu
des la synthése du récepteur et que la présence d’Hsp90
est particulierement importante pour que le récepteur des
glucocorticoides puisse acquérir la capacité a lier I’hor-
mone avec haute affinité (Pratt & Toft, 1997).

Les études cristallographiques du LBD en présence
ou en absence de ligand ont révélé les changements de
conformation induits par le ligand et permettent d’envi-
sager les étapes ou 1’Hsp90 pourrait intervenir (Ribeiro
et al., 1998 ; Moras & Gronemeyer, 1998).

I faut rappeler que, bien que d’autres récepteurs
nucléaires (récepteurs des rétinoides, des hormones tyroi-
diennes et de la vitamine D) ne soient pas trouvés asso-
ciés a ’Hsp90 comme les récepteurs des stéroides, ce
chaperon semble nécessaire a la fonction des récepteurs
des rétinoides quand elle est étudiée chez la levure (Hol-
ley & Yamamoto, 1995). De plus, la purification de
récepteurs nucléaires non ligandés donne des protéines
peu solubles et incapables de lier I’hormone avec une
efficacité maximale. Cette efficacité est récupérée en
grande partie par 1’addition de lysat de réticulocytes.
Probablement pour cette raison, seules les structures 3D
des Apo-LBD de récepteurs relativement indépendants,
in vitro, de 1’Hsp90 ont pu étre obtenus a I’heure
actuelle, alors que les données cristallographiques les
plus nombreuses concernent des LBD complexés aux
ligands agonistes ou antagonistes. La structure Apo-LBD
est constituée en majorité d’hélices o qui sont réarran-
gées dans la structure plus compacte Olo-LBD autour
d’un core hydrophobe dont le ligand fait partie. La pré-
sence de I’hormone induit une étape de repliement autour
du ligand a partir d’une conformation ouverte en absence
de ligand, laissant supposer qu’il existe un vaste spectre
d’états conformationnels possibles entre la forme Apo- et
Olo-LBD (Ribeiro et al., 1998).

11 est donc supposé que la conformation ouverte néces-
site d’étre stabilisée en tant que telle par des protéines
comme les Hsp afin d’éviter le collapsus et I’agrégation
qui sont habituellement rencontrés au cours de la purifi-
cation des récepteurs. En effet, les études des cinétiques
d’association de différents ligands ont montré que le t1/2
d’association de ligands de haute affinité est supérieur a
celui de ligands de plus faible affinité. Ce temps n’est
donc pas requis pour ouvrir la poche de liaison des récep-
teurs, mais pour la structurer autour du ligand, I’étape
limitante pour atteindre 1’état de haute affinité étant la
formation du coeur hydrophobe induit par le ligand
(Ribeiro et al., 1998). Cette étape pourrait étre assistée
par I’Hsp90, puisque des changements conformationnels
du récepteur, induits par le ligand, sont détectables dans
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la forme 8S avant le relargage du chaperon (Couette er
al., 1996).

MUTAGENESE DE L'Hsp90
ET FONCTIONNEMENT DES RECEPTEURS
DES STEROIDES

En I’absence de données complétes sur la structure
tridimensionnelle de 1’'Hsp90, la mutagenése ponctuelle
ou par délétion reste un outil pour la compréhension de
son mode de fonctionnement et la définition de ses
domaines. Pour nous limiter a la mutagenése de I’Hsp90
dans le contexte de la signalisation par les stéroides,
nous résumons essentiellement deux types d’études :
a) mutagenése ponctuelle au hasard de I"'Hsp90 et sélec-
tion de mutants qui interférent avec la signalisation par
les stéroides ; b) mutagénése par délétion de I"Hsp90 et
interaction avec les récepteurs.

La mutagenese au hasard de 1’'Hsp90 de levure, suivie
de la réintroduction des mutants dans une souche appro-
priée pour tester la fonction transcriptionnelle des récep-
teurs des stéroides, a confirmé que 1’Hsp90 est une com-
posante active et nécessaire de cette voie de signalisation,
que certaines mutations affectent négativement le fonc-
tionnement de tous les récepteurs des hormones sté-
roides, tandis que d’autres interférent seulement avec la
fonction des glucocorticoides (Picard et al., 1990 ; Nathan
& Lindquist, 1993 ; Bohen & Yamamoto, 1993).
L’approche génétique a révélé également des mutants
de I’Hsp90 qui interferent avec la signalisation par les
récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase chez
la Drosophile (Cutforth & Rubin, 1994) ou avec la fonc-
tion de la kinase Weel, régulateur du cycle cellulaire
chez S. Pombe (Aligue et al., 1994).

Des mutants de délétion de I’Hsp90 ont été traduits
dans le lysat de réticulocytes et analysés pour leur capa-
cité a se lier au récepteur de la progestérone immobilisé
sur une résine (Sullivan & Toft, 1993). Aucune interac-
tion n’a été observée avec des mutants tronqués de leur
région C-terminale (A580-728) ou portant des délétions
internes (A381-441, A601-620 et A661-677), alors que la
partie C-terminale (381-728) serait suffisante pour la for-
mation des complexes.

Des mutants de délétion interne de 1'Hsp90 coexpri-
més dans les cellules Sf9 avec le récepteur des gluco-
corticoides, des cestrogénes ou des minéralocorticosté-
roides ont été testés pour leur capacité d’interagir avec
ces récepteurs (Cadepond et al., 1993 ; Binart et al.,
1995). Les délétions de I"'Hsp90 concernent les deux
régions chargées, A et B ou la région Z (riche en leu-
cine). La délétion de la région A produit une Hsp90
mutée incapable d’interagir dans ce modele expérimental
avec les trois récepteurs. La délétion des régions B ou Z
n’empéche pas I’interaction de I'Hsp90 avec les récep-
teurs mais, dans ce cas, la liaison de I’hormone au récep-
teur des glucocorticoides et sa translocation nucléaire hor-
mono-dépendante sont abolies. La liaison de I’aldostérone
au récepteur des minéralocorticostéroides et sa transloca-

tion nucléaire sont abolies seulement par la coexpression
de I'Hsp90 délétée de la région B. L'ensemble de ces
résultats suggere que différents types de récepteurs sont
différemment sensibles au méme type d Hsp90 mutée et
souligne I'importance de la région B pour une liaison
correcte de I'hormone a son récepteur.

Il n’est pas exclu, dans ces études basées sur la détec-
tion d’un complexe dans les extraits cellulaires, qu'une
interaction faible in vivo se traduise expérimentalement
par une absence d’interaction. En effet, le mutant de
I"'Hsp90 délété de la région charniére A interagit in vivo
avec les récepteurs selon le test classique de co-translo-
cation nucléaire (Meng et al., 1996). La méme approche
a permis de montrer que des mutants de 1'Hsp90, inca-
pables de dimériser entre cux et de soutenir la viabilité
chez la levure, sont néanmoins capables d’interagir in
vivo avec le récepteur des oestrogénes. Il sera intéressant
de tester s’ils peuvent se comporter comme des domi-
nants négatifs en inhibant la fonction du récepteur.

Une approche de mutagenése consistant a cibler
I'Hsp90 dans le noyau, par insertion en proximité de
I’extrémité N-terminale d’un signal de localisation
nucléaire (NLS), a permis d’étudier ’interaction in vivo
entre Hsp90 et récepteurs. De méme, les effets de ce
ciblage, qui change le rapport molaire des deux compo-
santes du complexe dans le noyau, ont ét¢ étudiés au
niveau de la fonction d’activation transcriptionnelle par
les glucocorticoides.

Par double immunofluorescence indirecte et micro-
scopie confocale, une cotranslocation nucléaire des
récepteurs cytoplasmiques avec I'Hsp90 ciblée dans le
noyau ou de I'Hsp90 cytoplasmique avec les récepteurs
a localisation nucléaire constitutive, a ¢été mise en évi-
dence, en absence d’hormone stéroide. Ce résultat sou-
ligne que I’association dynamique entre les deux pro-
téines peut avoir lieu ¢galement dans le compartiment
nucléaire ou les stéroides régulent I’expression de génes
cibles, et que les complexes Hsp90-récepteurs trouvés
dans les extraits cytosoliques ne résultent pas d’une inter-
action artéfactuelle (Kang er al., 1994).

Cette Hsp90, ciblée dans le noyau, et qui confére la
viabilit¢ chez la levure comme I'Hsp90 sauvage, module
négativement I’activité transcriptionnelle du récepteur
des glucocorticoides, le taux d’inhibition étant corrélé a
I"accumulation nucléaire de I'Hsp90. De plus. I'Hsp90
ciblée dans le noyau, contrairement a d’autres mutants
(Bohen & Yamamoto, 1993), diminue la réponse aux
glucocorticoides seulement aux doses saturantes de
ligand; le récepteur des glucocorticoides, méme apres
activation par I’hormone in vivo, peut encore former des
complexes avec I"'Hsp90 et diminuer ainsi son interaction
avec I’ADN cible (Kang er al., 1999). Ces résultats indi-
quent que les changements quantitatifs du rapport entre
les deux protéines influencent I'amplitude de la réponse
a I’hormone pendant et apres activation. Le role de
I’'Hsp90 comme modulateur négatif de la signalisation
par les stéroides est ainsi illustré au niveau fonctionnel
et s’ajoute aux preuves de son role positif dans la méme
voie de signalisation. L hypothése selon laquelle I"'Hsp90
pourrait participer a différentes étapes de la voie d’acti-
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vation-désactivation des récepteurs des stéroides par le
ligand, rappelle le modele proposé pour le facteur de
transcription HSF1 (Heat Shock Factor 1) ou I'Hsp90
influence ’interconversion entre la forme monomérique
inactive et la forme trimérique active (Adnan et al.,
1998).

En conclusion, nous proposons un mod¢le ou le cha-
peron Hsp90 pourrait moduler I'amplitude de la réponse
aux hormones stéroides avant, pendant et apres activa-
tion par I"hormone. Une modulation positive serait le
résultat d’un rapport optimal entre Hsp90 et récepteur,
alors qu’une atténuation des réponses résulterait d’un
rapport excessivement bas ou ¢élevé.

Les variations de la biodisponibilité de I"'Hsp90 et de
ses cofacteurs au cours de I'inflammation pourraient
déterminer une protection de la voie des glucocorticoides
mais ¢galement son invalidation particlle. Ce mécanisme
pourrait rendre compte de certaines corticorésistances
transitoires observées pendant une corticothérapie anti-
inflammatoire (Polla e al., 1998).
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