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INTRODUCTION 

Dans le plasma humain, les st6roi'des sexuels 
tels la dihydrotestost6rone (DHT), la testost6- 
rone (T) et l'oestradiol (E2) circulent li6s ?~ une 
prot6ine sp6cifique, la SBP (Sex Steroid 
Binding Plasma Protein) ou SHBG (Sex 
Hormone Binding Globulin) ,  [ l ,  2]. La 
constante de dissociation a l'6quilibre mesur6e 
pour la DHT est trois fois inf6rieure ~ celle de 
T, elle-m~me 6tant la moiti6 de celle de E2. 

L'albumine, prot6ine majoritaire du plasma, 
pr6sente une grande capacit6 mais une faible 
affinit6 pour ces hormones et la liaison suit la 
loi de polarit6 selon laquelle des st6ro'fdes peu 
polaires, tel E2, se lient pr6f6rentiellement, T 
et DHT 6tant principalement transport6es par 
la SBE 

Enfin l h 2% de ces hormones sont sons for- 
me libre, non complex6e h des prot6ines et 
longtemps consid6r6e comme la fraction bio- 
logiquement active r6gul6e par la concentra- 
tion plasmatique de SBR 

Cont ra i rement  h la t ranscort ine ou CBG 
(Corticosteroid Binding Globulin), qui trans- 
porte sp6cifiquement les glucocorticostd- 
roi"des, la SBP n'a pas 6t6 identifi6e dans le 
plasma de rat et de souris. De plus, en dehors 
de l'homme et des primates, la SBP des mam- 
mif~res est essentiellement une protdine de 
liaison des androgbnes [3]. 

* pr(sent( h la F '~ Jounde Scientifique de la S.A.L.F., Tours, 
18juin 1993 

Une prot6ine testiculaire liant les androgbnes, 
I 'ABP (Androgen Binding Protein) pr6sente 
de nombreuses caract6ristiques physico-chi- 
miques communes  avec la SBP [4]. Elle 
maintiendrait un environnement local 61ev6 en 
androg~nes favorable h la maturation des sper- 
matozoi'des. 

STRUCTURE DES PROTI~INES 
SBP ET ABP 

La SBP est une glycoprot6ine, contenant 14% 
d'hydrates de carbone et 373 acides amin6s. 
C'est un homodimbre de 90 kd pr6sentant un 
site de liaison par mol6cule de dimbre. En 
conditions d6naturantes. L'analyse 61ectropho- 
r6tique montre qu'elle est constitu6e de deux 
sous-unit6s de 52 et 49 kd, pr6sentes dans un 
rapport de 10:1, une troisi~me de 56 kd est 
d6tect6e chez certains individus ; cette h6t6ro- 
g6n6it6 est principalement le fait de diff6- 
rences de glycosylation, bien qu'une mutation 
ou une d616tion d'un acide amin6 dans la 
r6gion N-terminale ait 6t6 parfois rapport6e. 

Le pr6curseur de la SBP comporte un signal 
peptide hydrophobe de 29 amino-acides, pr6- 
sentant une s6quence inhabituelle de leucines 
r@6titives. La prot6ine a un site de O-glyco- 
sylation h l'extr6mit6 N-terminale, deux sites 
de N-glycosylation dans la partie C-terminale 
et deux boucles form6es par des ponts disul- 
fures [5]. La glycosylation aurait une sp6cifi- 
cit6 cellulaire, n'interviendrait ni dans la liai- 
son hormonale,  ni dans l ' assemblage  des 
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sous-unit6s mais serait essentielle pour la 
reconnaissance du site r6cepteur membranaire 
et la secr6tion de la prot6ine. Le site de liaison 
n'est pas compl~tement d6fini mais serait 
localis6 dans la moiti6 C-terminale. 

SBP et ABP pr6sentent une homologie de 
68% dans leurs s6quences en amino-acides et 
de 80% dans l'enchainement des nucl6otides, 
une structure identique du signal peptide et le 
m~me positionnement des ponts disulfures. 
Les diff6rences portent essentiellement sur la 
position et la composition des deux cha~nes 
N-glycosyl6es ainsi que sur l'absence de site 
de O-glycosylation dans I'ABP. 

Aucune identit6 n'est retrouv6e ni avec la 
CBG ni avec les r6cepteurs intracellulaires des 
hormones st6roMes. Par contre, un degr6 limi- 
t6 d'homologie a 6t6 montr6 avec la r6gion C- 
terminale de la prot6ine S, d6pendante de la 
vitamine K [6] ainsi qu'avec le domaine glo- 
bulaire de la cha~ne A de la laminine et de la 
m6rosine [7]. Ainsi SBP et ABP pourraient, 
en plus de leur capacit6 de liaison hormonale, 
~tre impliqu6es dans la diff6renciation et le 
d6veloppement. 

Les lieux de synth~se sont le foie pour la SBP, 
les cellules de Sertoli pour I'ABP. Leurs r6gu- 
lations hormonales  different  puisque la 
concentration de SBP plasmatique est aug- 
ment6e par E2 et les hormones thyroi'diennes, 
diminu6e par les androg6nes alors que I'ABP 
est r6gul6e positivement par FSH et T 

STRUCTURE DU GENE DE LA SBP/ABP 

Les clonages simultan6s des g~nes de I'ABP 
[8] et de la SBP [9, 10] ont conduit h montrer 
la pr6sence d'une seule copie dans le g6nome 
humain, localis6e sur le chromosome 17, d'un 
g~ne unique complexe codant pour les deux 
prot6ines. 

Le g~ne SBP/ABP est constitu6 de 8 exons 
s6par6s par 7 introns courts, limit6s par les 
s6quences consensus GTAG. La comparaison 
des g~nes SBP humain et ABP de rat montre 

que les positions des jonctions introns/exons 
sont parfaitement conserv6es bien qu'il y ait 
d'importantes diff6rences dans la taille et la 
s6quence des introns. Les s6quences d6duites 
du signal peptide de la SBP et de I'ABP pr6- 
sentent des grandes similarit6s. Le premier 
exon du g~ne SBP contient un site d'initiation 
potentiel "le d6marrage de la transcription du 
pr6curseur. Le site majeur pour le g~ne ABP 
serait localis6 h 36 bases en amont du d6mar- 
rage de la traduction. 

Ni bo~te TATA, ni bo~te CAT, ni 616ment de 
r6ponse hormonale n'ont pu ~tre identifi6s. En 
amont du site d'initiation de la transcription 
du g6ne ABP, les cent premieres  bases 
contiennent 60% de GC ce qui est souvent 
retrouv6 en l 'absence de boi'te TATA; de 
m~me, des groupes riches en GA et CT for- 
ment de courtes s6quences r6p6t6es directes 
ou invers6es. 

Enfin,  dans le g~ne de I 'ABP de rat un 
consensus de r6ponse h I 'AMPc et dans le 
g~ne de la SBP humaine un 616ment homo- 
logue h un amplificateur sp6cifique du foie 
ont 6t6 mis en 6vidence. 

SECRI~TION ET SYNTHESE Hl~PA- 
TIQUES DE LA SBP HUMAINE 

Des observations immunohistochimiques ini- 
ti6es chez le macaque [11] puis reprises chez 
l'homme [12] ont montr6 qu'un antigone type- 
SBP 6tait pr6sent dans le foie, lieu pr6sum6 de 
la synth~se de cette prot6ine. 

L'6tude de la r6gulation hormonale de la 
s6cr6tion de la SBP par une lign6e cellulaire 
(H5A/HepG2) d'h6patocarcinome humain a 
permis de tirer les conclusions suivantes : 

1- la SBP sfcr6t6e pr6sente les m~mes para- 
mbtres de liaison de la DHT et possbde des 
d6terminants antig6niques communs avec la 
SBP plasmatique. 

2- E2 et l'anti-oestrog~ne tamoxif~ne indui- 
sent une discrbte augmentation de la s6cr6tion 
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de 1,2 5. 1,5 fois respectivement. L'induction 
la plus significative est observ6e apr~s stimu- 
lation par T3 [12]. Ces r6sultats ne refl~tent 
pas les fortes variations de la SBP plasma- 
tique suivant un traitement par les oestrog~nes 
ou les hormones thyro'fdiennes. Une corr61a- 
tion a alors 6t6 recherch6e entre le contr61e 
hormonal de la synth6se h6patique de la SBP 
et celui de la concentration plasmatique de la 
prot6ine. 

Dans les cellules H5A, un ARNm sp6cifique 
de la SBP et de taille identique 5. celui trouv6 
dans le foie normal [ 13] a 6t6 mis en 6vidence. 
L'accumulation de cet ARNm.est augment6e 
respectivement de 120 5. 130% par E2, 150% 
par le tamoxifbne et 200% par T3. La proges- 
tdrone (P) et son antagoniste le RU486 ainsi 
que l'anti-androg~ne, l'ac6tate de cyprotdrone, 
sont sans effet (Fig. 1). Une inhibition est 
observ0.e aprbs traitement par la DHT et l'in- 
suline. L'induction consdcutive 5. une stimula- 
tion oestrog6nique ou thyro'l'dienne est une 
rdponse directe 5. ces hormones, ne ndcessitant 
pas la n6osynth~se d'autres facteurs prot6iques 
puisqu'elle n'est pas modifi6e en pr6sence de 
cycloheximide [ 14]. 

La faible amplitude de la r6ponse oestrog6- 
nique peut ~tre le fait des cellules H5A elles- 
mames qui se comporteraient diff6remment 
des h6patocytes normaux. L'oestradiol pour- 
rait aussi agir en synergie avec d'autres fac- 
teurs non stdro]'des et dgalement induire une 
forme plus glycosyl6e de la SBP dont la clai- 
rance m6tabolique serait r6duite. 

Le tamoxif~ne agit en agoniste plus actif que 
l'oestradiol ce qui est en accord avec les don- 
n6es in vivo [I 5]. Par contre l'effet inhibiteur 
de la DHT, refldtant les observations faites in 
vivo, demande  5. fitre conf i rm6 puisque,  5. 
concentration pharmacologique, l'androg~ne a 
6t6 d6crit comme stimulant in vitro la sdcrd- 
tion de la prot6ine des cellules HepG2 [16] 

Enfin, de nombreuses observations de physio- 
logie sugg6rent que l'insuline serait un r6gula- 

teur direct de la synth~se ou du m6tabolisme 
de la SBE La diminution de la SBP plasma- 
tique observ6e dans l'ob6sit6, le syndrome de 
l'ovaire polykystique ou la r6sistance 5 l'insu- 
line due 5. une hyperinsulinfimie serait m6di6e 
par l'insuline, mais selon un m6canisme d'ac- 
tion non 61ucid6 [17]. 

SYNTHESE DE SBP DANS 
LES ORGANES CIBLES HUMAINS 

La pr6sence chez l 'homme d'un antigone type- 
SBP dans les organes cibles des hormones std- 
ro~'des [18] pose la question de son origine : 
endocytose 5. partir des espaces extra-cellu- 
laires m6di6e par un r6cepteur membranaire 
ou synthbse in situ de la prot6ine. La seconde 
hypoth~se implique la pr6sence de I 'ARNm de 
la SBP dans les cellules. 

Cet ARNm a 6t6 recherch6, par transfert de 
Northern, dans diffdrentes lign6es cellulaires 
6tablies 5. partir des tissus cibles canc6reux ou 
de leurs m6tastases, stimul6es ou non par E2, 
T ou T3. 

Quelles que soient les conditions de culture, 
aucun ARNm sp6cifique de la SBP n'a 6t6 
d6tect6 dans les cel lules MCF7 et RL95.2 
issues respectivement de tissu mammaire et 
d'endom6tre. 

Une seconde lign6e provenant d'un ad6nocar- 
cinome de l'endom~tre, les cellules Ishikawa, 
possbde en l'absence de toute stimulation hor- 
monale, un ARNm de 1,6 kb hybridant sp6ci- 
fiquement avec I'ADNc de la SBP et qui serait 
inductible par T3. Enfin, la lign6e cellulaire 
LNCaP, isol6e 5. partir d'une m6tastase prosta- 
tique, possbde un ARNm de la SBP apr~s sti- 
m u l a t i o n  o e s t r o g ~ n i q u e  alors  que t rois  
signaux sont d6tect6s apr~s traitement par T. 

Ces diff6rentes lign6es contiennent des r6cep- 
teurs oestrog~nes et/ou androg~nes mais leur 
r6ponse 5. une stimulation hormonale en terme 
de syn th6se  de pro t6 ines  sp6c i f iques  est  
variable, refl?~tant un 6tat de d6diff6renciation 
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Figure 1. REgulation hormonale de l'accumulation d'ARNm SBP. 

L 'ARNm SBP est mesurE dans les ceUules HSA par transfert de Northern et densitomEtrie, les rEsultats sont expri- 
rues en se rEfErant h l'induction par E2 en absence d'insuline, prise comme 100%. 

A- Les celhdes sont stimulEes par E2 ou non (C) en absence ou en presence d'insuline. 

B. Effet des stEro['des (E2, T, P), de leurs antagonistes (Tamoxifenc: Tam, AcEtate de cyprotErone: Cyp, RU 486) et 
deT3. 
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Figure 2. Mesure des A R N  par  protect ion gtla 

ribonucIEase. 

Des concentrations croissantes d 'ARN total ou 
d'ARNm d'hdpatomes, d'ARNm de cerveau humain 
sont hybridds avec un large excks de 35SARNC 
SBP. Les ARN simple brin sont dig~r~s par un 
mdlange de ribonucl~ases. Les complexes hybridds 
sont quantifi~s par rapport ~ une courbe standard 
~tablie en hybridant 35S ARNC et ARNm SBP. 
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A. c ~ , E  SBP : TESTICULE HUHA1N ( C e r s l m g e n .  S .  e t  a l .  1989)  

o o ~  

P r ~ t e u r s  ? ~ 

�9 r I m w v vsvm i r lUl  m Iv  v v s v ~  
I I'~- I I  I I | I I - ~  I I I I I - ~ ' ~  

Prot~s app~rentks 

[] Iv Vl~lValWl_ ~ l a l n l  I I 

SBP 

~t~ S u c r e s  S=St~ro ld ,  

e .  c . ~  ABP DE EAT (Jomep~,  D. e t  ~1., 1991) 

TIWI~ClmE 
l '0Tt  ~ h ~ a o e , , , , . l " l  2 3 4 6 6 7 8 

S U , , , K ,  IX---~ I I  ~ '-- ! '1 !'! I--1 I-1 17 I-1 !-1 t I 

5" ATG TAA 3 
! I 

I 1 121  3 I 4 I 5 l e l  r I e I ~ P c o ~  

) del T ~  
i , , I 

F01~ 
ATG TAG ~ lrOET.j~ 

[! , i 

r,'~'x/////A i ATG ~usP IwC TAA 

, , } m , \ \ l  I~ .  
TAA ~" c ~ w a m  AnULTs 
I 

KN I 

~ t l a t n e  dacaz tm~lame  

Figure 3 .  Orgauisation du gbne SBP/ABP. 

Les exons sont repr~seut#s par des chiffres romaius (A) ou cardiuaux (B). 

A - Gbne SBP du testicule humaiu, ses transcrits produits d'un ~pissage alternatifet les prot#ines correspondantes. 
L'exon alteruatif en 5' est ddsignd par I'. Les s~quences cliff, rant daus la SBP et les prot~ines apparent#es sout 
reprdsent#es par un trait fin. 

B - Gbue ABP de rat et ADNc isol~s du testicule, du foie foetal et du cerveau adulte. T1 h 8 : exons testieulaires ; 
TP : promoteur testiculaire; ORF : c.Tdre del : d#ldtiou ; HDC : histidiue ddcarboxylase. 
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plus ou moins marquE. Ces rEsultats deman- 
dent ~. 6tre confirmEs dans des organes cibles 
humains normaux apr~s amplification par 
PCR des ARNm. 

La presence de trois ARNm dans ies cellules 
prostatiques traduit une double spEcificitE tis- 
sulaire et hormonale et pourrait rEsulter d'un 
Epissage alternatif. Des ADNc apparentEs ~. 
celui de la SBP-ABP ont Egalement EtE dEtec- 
tEs dans les testicules humains [9, 10], le foie 
foetal et le cerveau adulte de rat [18]. Tous 
prEsentent des sequences uniques h l'extrEmi- 
tE 5' et des dElEtions plus ou moins impor- 
tantes de la region 3' resultant en la perte de la 
liaison hormonale (Fig. 2) ; ils seraient eux 
aussi les produits tissu-spEcifiques d'Epissage 
alternatif. 

La tr~s faible representation de I'ARNm de la 
SBP rend peu fiable sa quantification par 
transfert de Northern. Une Evaluation fine de 
la regulation hormonale des transcrits peut 
~tre faite en utilisant une analyse basEe sur la 
protection h la ribonuclEase [19]. De plus, la 
transcription de I'intEgralitE de I'ADNc ou de 
fragments de ce dernier permet de discriminer 
entre transcrits de la SBP ou de protEines 
apparentEes plus ou moins dElEtEes. La sensi- 
bilit6 de cette mEthode est dix fois supErieure 
et nous a permis  de met t re  en Evidence 
I 'ARNm de la SBP dans le cerveau humain 
(Fig. 3). 

La detection d 'ARNm codant pour la SBP et 
des protEines apparentEes est Ia preuve directe 
de la synth~se in situ de la SBP dans les 
organes cibles des androg~nes et des oestro- 
gbnes. SimultanEment, un rEcepteur spEcifique 
de la SBP a EtE caractErisE dans les mem- 
branes plasmiques de ces m~mes tissus [20] 
ainsi que l'endocytose de la protEine humaine 
dans des organes cibles hEtErologues [21]. 

Ces observations sont fondamentales car elles 
conduisent h rechercher un nouveau rEle pour 
la SBP tant au niveau de la captation des hor- 
mones par les cellules cibles que de leur 

mEcanisme d'action intra-cellulaire. De nom- 
breuses questions restent ouvertes concernant 
notamment la caractErisation du promoteur du 
g~ne et d'E1Ements tissu-spEcifiques, la signi- 
fication physiologique des protEines codEes 
par les ADNc apparentEs et le contrEle de leur 
expression dans divers organes, le mEcanisme 
d'action du complexe SBP-rEcepteur membra- 
naire lie ou non h une hormone. Enfin les 
homologies de sequence avec la laminine et la 
mErosine ainsi que l'existence d'un 6pissage 
alternatif sugg~rent que la SBP et I'ABP pour- 
raient 6tre impliquEes au cours de la diffEren- 
ciation et du dEveloppement 
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