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INTRODUCTION

Dans le plasma humain, les stéroides sexuels
tels la dihydrotestostérone (DHT), la testosté-
rone (T) et I’oestradiol (E2) circulent 1iés & une
protéine spécifique, la SBP (Sex Steroid
Binding Plasma Protein) ou SHBG (Sex
Hormone Binding Globulin), [1, 2]. La
constante de dissociation a 1’équilibre mesurée
pour la DHT est trois fois inférieure a celle de
T, elle-méme étant la moitié de celle de E2.

L’albumine, protéine majoritaire du plasma,
présente une grande capacité mais une faible
affinité pour ces hormones et la liaison suit la
loi de polarité selon laquelle des stéroides peu
polaires, tel E2, se lient préférentiellement, T
et DHT étant principalement transportées par
la SBP.

Enfin 1 4 2% de ces hormones sont sous for-
me libre, non complexée a des protéines et
longtemps considérée comme la fraction bio-
logiquement active régulée par la concentra-
tion plasmatique de SBP.

Contrairement a la transcortine ou CBG
(Corticosteroid Binding Globulin), qui trans-
porte spécifiquement fes glucocorticosté-
roides, la SBP n’a pas été identifiée dans le
plasma de rat et de souris. De plus, en dehors
de 'homme et des primates, la SBP des mam-
miferes est essentiellement une protéine de
liaison des androgénes [3].
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Une protéine testiculaire liant les androgenes,
I’ABP (Androgen Binding Protein) présente
de nombreuses caractéristiques physico-chi-
miques communes avec la SBP [4]. Elle
maintiendrait un environnement local élevé en
androgenes favorable a la maturation des sper-
matozoides.

STRUCTURE DES PROTEINES
SBP ET ABP

La SBP est une glycoprotéine, contenant 14%
d’hydrates de carbone et 373 acides aminés.
C’est un homodimere de 90 kd présentant un
site de liaison par molécule de dimére. En
conditions dénaturantes. L’analyse électropho-
rétique montre qu’elle est constituée de deux
sous-unités de 52 et 49 kd, présentes dans un
rapport de 10:1, une troisiéme de 56 kd est
détectée chez certains individus ; cette hétéro-
généité est principalement le fait de diffé-
rences de glycosylation, bien qu'une mutation
ou une délétion d'un acide aminé dans la
région N-terminale ait été parfois rapportée.

Le précurseur de la SBP comporte un signal
peptide hydrophobe de 29 amino-acides, pré-
sentant une séquence inhabituelle de leucines
répétitives. La protéine a un site de O-glyco-
sylation a I’extrémité N-terminale, deux sites
de N-glycosylation dans la partie C-terminale
et deux boucles formées par des ponts disul-
fures [5]. La glycosylation aurait une spécifi-
cité cellulaire, n’interviendrait ni dans la liai-
son hormonale, ni dans 1’assemblage des



sous-unités mais serait essentielle pour la
reconnaissance du site récepteur membranaire
et la secrétion de la protéine. Le site de liaison
n’est pas complétement défini mais serait
localisé dans la moitié C-terminale.

SBP et ABP présentent une homologie de
68% dans leurs séquences en amino-acides et
de 80% dans ’enchainement des nucléotides,
une structure identique du signal peptide et le
méme positionnement des ponts disulfures.
Les différences portent essentiellement sur la
position et la composition des deux chaines
N-glycosylées ainsi que sur 1’absence de site
de O-glycosylation dans I’ ABP.

Aucune identité n’est retrouvée ni avec la
CBG ni avec les récepteurs intracellulaires des
hormones stéroides. Par contre, un degré limi-
té d’homologie a été¢ montré avec la région C-
terminale de la protéine S, dépendante de la
vitamine K [6] ainsi qu’avec le domaine glo-
bulaire de la chalne A de la laminine et de la
mérosine [7]. Ainsi SBP et ABP pourraient,
en plus de leur capacité de liaison hormonale,
étre impliquées dans la différenciation et le
développement.

Les lieux de synthese sont le foie pour la SBP,
les cellules de Sertoli pour I’ABP. Leurs régu-
lations hormonales différent puisque la
concentration de SBP plasmatique est aug-
mentée par E2 et les hormones thyroidiennes,
diminuée par les androgénes alors que I’ABP
est régulée positivement par FSH et T

STRUCTURE DU GENE DE LA SBP/ABP

Les clonages simultanés des génes de I’ABP
[8] et de 1a SBP [9, 10] ont conduit & montrer
la présence d’une seule copie dans le génome
humain, localisée sur le chromosome 17, d’un
géne unique complexe codant pour les deux
protéines.

Le géne SBP/ABP est constitué de 8 exons
séparés par 7 introns courts, limités par les
séquences consensus GTAG. La comparaison
des génes SBP humain et ABP de rat montre
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que les positions des jonctions introns/exons
sont parfaitement conservées bien qu'il y ait
d'importantes différences dans la taille et la
séquence des introns. Les séquences déduites
du signal peptide de la SBP et de 'ABP pré-
sentent des grandes similarités. Le premier
exon du géne SBP contient un site d'initiation
potentiel e démarrage de la transcription du
précurs=ur. Le site majeur pour le géne ABP
serait localisé a 36 bases en amont du démar-
rage de la traduction.

Ni boite TATA, ni boite CAT, ni élément de
réponse hormonale n’ont pu étre identifiés. En
amont du site d’initiation de la transcription
du géne ABP, les cent premieres bases
contiennent 60% de GC ce qui est souvent
retrouvé en 1’absence de boite TATA; de
méme, des groupes riches en GA et CT for-
ment de courtes séquences répétées directes
ou inversées.

Enfin, dans le géne de I’ABP de rat un
consensus de réponse a I’AMPc et dans le
geéne de la SBP humaine un élément homo-
logue a un amplificateur spécifique du fote
ont été mis en évidence.

SECRETION ET SYNTHESE HEPA-
TIQUES DE LA SBP HUMAINE

Des observations immunohistochimiques ini-
tiées chez le macaque [11] puis reprises chez
I’homme [12] ont montré qu’un antigéne type-
SBP était présent dans le foie, lieu présumé de
la synthese de cette protéine.

L’étude de la régulation hormonale de la
sécrétion de la SBP par une lignée cellulaire
(H5A/HepG2) d’hépatocarcinome humain a
permis de tirer les conclusions suivantes :

1- la SBP sécrétée présente les mémes para-
metres de liaison de la DHT et posséde des
déterminants antigéniques communs avec la
SBP plasmatique.

2- E2 et I'anti-oestrogéne tamoxifeéne indui-
sent une discréte augmentation de la sécrétion



de 1,2 & 1,5 fois respectivement. L’induction
la plus significative est observée aprés stimu-
lation par T3 [12]. Ces résultats ne refletent
pas les fortes variations de la SBP plasma-
tique suivant un traitement par les oestrogenes
ou les hormones thyroidiennes. Une corréla-
tion a alors été recherchée entre le controle
hormonal de la synthese hépatique de la SBP
et celui de la concentration plasmatique de la
protéine.

Dans les cellules HSA, un ARNm spécifique
de la SBP et de taille identique a celui trouvé
dans le foie normal [13] a été mis en évidence.
L’accumulation de cet ARNm.est augmentée
respectivement de 120 a 130% par E2, 150%
par le tamoxiféene et 200% par T3. La proges-
térone (P) et son antagoniste le RU486 ainsi
que I’anti-androgene, l'acétate de cyprotérone,
sont sans effet (Fig. 1). Une inhibition est
observée apres traitement par la DHT et I'in-
suline. L'induction consécutive a une stimula-
tion oestrogénique ou thyroidienne est une
réponse directe & ces hormones, ne nécessitant
pas la néosynthese d'autres facteurs protéiques
puisqu'elle n'est pas modifiée en présence de
cycloheximide [14].

La faible amplitude de la réponse oestrogé-
nique peut étre le fait des cellules H5A elles-
mémes qui se comporteraient différemment
des hépatocytes normaux. L'oestradiol pour-
rait aussi agir en synergie avec d'autres fac-
teurs non stéroides et également induire une
forme plus glycosylée de la SBP dont la clai-
rance métabolique serait réduite.

Le tamoxiféne agit en agoniste plus actif que
l'oestradiol ce qui est en accord avec les don-
nées in vivo [15]. Par contre I'effet inhibiteur
de la DHT, reflétant les observations faites in
vivo, demande a étre confirmé puisque, a
concentration pharmacologique, I'androgéne a
été décrit comme stimulant in vitro la sécré-
tion de la protéine des cellules HepG2 [16]

Enfin, de nombreuses observations de physio-
logie suggerent que I'insuline serait un régula-

teur direct de la synthése ou du métabolisme
de la SBP. La diminution de la SBP plasma-
tique observée dans l'obésité, le syndrome de
l'ovaire polykystique ou la résistance a I'insu-
line due a une hyperinsulinémie serait médiée
par l'insuline, mais selon un mécanisme d'ac-
tion non élucidé [17].

SYNTHESE DE SBP DANS
LES ORGANES CIBLES HUMAINS

La présence chez I'homme d'un antigéne type-
SBP dans les organes cibles des hormones sté-
roides [18] pose la question de son origine :
endocytose a partir des espaces extra-cellu-
laires médiée par un récepteur membranaire
ou synthese in situ de la protéine. La seconde
hypothése implique la présence de ' ARNm de
la SBP dans les cellules.

Cet ARNm a été recherché, par transfert de
Northern, dans différentes lignées cellulaires
établies a partir des tissus cibles cancéreux ou
de leurs métastases, stimulées ou non par E2,
T ou T3.

Quelles que soient les conditions de culture,
aucun ARNm spécifique de la SBP n'a été
détecté dans les cellules MCF7 et RL95.2
issues respectivement de tissu mammaire et
d'endometre.

Une seconde lignée provenant d'un adénocar-
cinome de I'endometre, les cellules Ishikawa,
posseéde en l'absence de toute stimulation hor-
monale, un ARNm de 1,6 kb hybridant spéci-
fiquement avec I'ADNCc de la SBP et qui serait
inductible par T3. Enfin, la lignée cellulaire
LNCaP, isolée a partir d'une métastase prosta-
tique, posseéde un ARNm de la SBP apreés sti-
mulation oestrogénique alors que trois
signaux sont détectés apres traitement par T.

Ces diftérentes lignées contiennent des récep-
teurs oestrogenes et/ou androgénes mais leur
réponse a une stimulation hormonale en terme
de synthese de protéines spécifiques est
variable, refletant un état de dédifférenciation
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Figure 1. Régulation hormonale de l'accumulation d’ARNm SBP.

L’ARNm SBP est mesuré dans les cellules H5A par transfert de Northern et densitométrie, les résultats sont expri-
més en se référant a Uinduction par E2 en absence d’insuline, prise comme 100%.

A- Les cellules sont stimulées par E2 ou non (C) en absence ou en présence d'insuline.

B- Effet des stéroides (E2, T, P), de leurs antagonistes (Ta:noxifenc: Tam, Acétate de cyprotérone: Cyp, RU 486) et

de T3.
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Figure 2. Mesure des ARN par protection a la
ribonucléase.

Des concentrations croissantes d’ARN total ou
d’ARNm d’hépatomes, d’ARNm de cerveau humain
sont hybridés avec un large excés de 35SARNC
SBP. Les ARN simple brin sont digérés par un
mélange de ribonucléases. Les complexes hybridés
sont quantifiés par rapport & une courbe standard
établie en hybridant 35S ARNC et ARNm SBP.



A. GENE SBP : TESTICULE HUMAIN (Gershagen, S. et al, 1989)
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B. GENE ARP DE RAT (Joseph, D. et al, 1991)
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Figure 3 . Organisation du géne SBP/ABP.
Les exons sont représentés par des chiffres romains (A) ou cardinaux (B).

A - Geéne SBP du testicule humain, ses transcrits produits d'un épissage alternatif et les protéines correspondantes.

L'exon alternatif en 5' est désigné par I'. Les séquences différant dans la SBP et les protéines apparentées sont
représentées par un trait fin.

B - Géne ABP de rat et ADNc isolés du testicule, du foie foetal et du cervean adulte. T1 & 8 : exons testiculaires ;
TP : promoteur testiculaire; ORF : cadre del : délétion ; HDC : histidine décarboxylase.
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plus ou moins marqué. Ces résultats deman-
dent & étre confirmés dans des organes cibles

humains normaux apres amplification par
PCR des ARNm.

La présence de trois ARNm dans les cellules
prostatiques traduit une double spécificité tis-
sulaire et hormonale et pourrait résuiter d’un
épissage alternatif. Des ADNc apparentés a
celui de la SBP-ABP ont également été détec-
tés dans les testicules humains [9, 10], le foie
foetal et le cerveau adulte de rat [18]. Tous
présentent des séquences uniques a I’extrémi-
t€ 5° et des délétions plus ou moins impor-
tantes de la région 3’ résultant en la perte de la
liaison hormonale (Fig. 2) ; ils seraient eux
aussi les produits tissu-spécifiques d’épissage
alternatif.

La trés faible représentation de I’ ARNm de la
SBP rend peu fiable sa quantification par
transfert de Northern. Une évaluation fine de
la régulation hormonale des transcrits peut
gtre faite en utilisant une analyse basée sur la
protection a la ribonucléase [19]. De plus, la
transcription de I’intégralité de I’ADNc ou de
fragments de ce dernier permet de discriminer
entre transcrits de la SBP ou de protéines
apparentées plus ou moins délétées. La sensi-
bilité de cette méthode est dix fois supérieure
et nous a permis de mettre en évidence
I’ARNm de la SBP dans le cerveau humain
(Fig. 3).

La détection d’ARNm codant pour la SBP et
des protéines apparentées est la preuve directe
de la syntheése in situ de la SBP dans les
organes cibles des androgenes et des oestro-
geénes. Simultanément, un récepteur spécifique
de la SBP a été caractérisé dans les mem-
branes plasmiques de ces mémes tissus [20]
ainsi que I’endocytose de la protéine humaine
dans des organes cibles hétérologues [21].

Ces observations sont fondamentales car elles
conduisent a rechercher un nouveau rdle pour
la SBP tant au niveau de la captation des hor-
mones par les cellules cibles que de leur
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mécanisme d’action intra-cellulaire. De nom-
breuses questions restent ouvertes concernant
notamment la caractérisation du promoteur du
gene et d’éléments tissu-spécifiques, la signi-
fication physiologique des protéines codées
par les ADNc apparentés et le contrdle de leur
expression dans divers organes, le mécanisme
d’action du complexe SBP-récepteur membra-
naire 1ié ou non a une hormone. Enfin les
homologies de séquence avec la laminine et la
mérosine ainsi que l'existence d'un épissage
alternatif suggerent que la SBP et I’ ABP pour-
raient étre impliquées au cours de la différen-
ciation et du développement
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