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L’évolution des hormones stéroides de
vertébrés élucidée par I'anatomie
comparée des voies métaboliques
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Les hormones stéroides contrélent de nombreuses transitions dans le cycle de vie des animaux a
symétrie bilatérale. Jusqu’a présent, I’évolution de la signalisation par les hormones stéroides chez
les vertébrés a été étudiée surtout du point de vue de leurs récepteurs. L’utilisation, en
supplément, de méthodes issues de I’anatomie comparée, a permis d’ordonner certaines des
étapes-clés dans la synthése des hormones, de dresser le portrait-robot d’un stéroide ancestral, et
de tester expérimentalement sa capacité a se fixer sur un récepteur ancestral.

Le développement de la plupart des animaux est modulé par des hormones stéroides qui contrélent précisément
certaines transitions durant le cycle de vie. Par exemple chez les mammiféres, dont ’'Homme, la maturation sexuelle
est contrélée par des cestrogenes (comme le 17B-cestradiol) ou des androgénes (comme le 5-déhydrotestostérone)
alors que pour les téléostéens (poissons osseux a nageoire caudale symétrique), il s'agit de la 11-cétotestostérone (voir
Figure 2). Concernant les insectes, les accumulations de réserves nutritives dans les ceufs et durant la mue sont deux
phénomeénes contrélés par I'ecdysone. Enfin, chez les nématodes, des stéroides appelés acides dafachroniques
permettent d’enclencher un développement rapide, tandis que leur absence, lorsque la nourriture est insuffisante,
provoque l|'entrée en diapause (vie ralentie). Toutes ces hormones stéroides possedent deux points communs
importants. Premiérement, elles sont toutes synthétisées a partir du cholestérol. De plus, leur action implique une
fixation sur des récepteurs nucléaires, qui sont des facteurs de transcription activant ou réprimant I'expression de
genes différents en fonction de la présence ou de I'absence de ces hormones.

Dés les années 90, les points communs entre les mécanismes de signalisation chez les différents animaux ont suscité
I'intérét des biologistes de I’évolution, qui ont d’abord cherché a clarifier les relations de parenté entre ces récepteurs
nucléaires aux hormones stéroides (Escriva et al. 1997). lls ont ainsi montré que ces récepteurs constituent une famille
multigénique qui comprend d’autres récepteurs hormonaux (aux hormones thyroidiennes, aux acides rétinoiques et aux
prostaglandines), mais aussi des membres qui, soit ne fixent aucune molécule connue, soit fixent de multiples
molécules avec une faible spécificité (Laudet et Stéhelin, 1993). Au sein de cette famille, les récepteurs aux hormones
stéroides de vertébrés étant particulierement bien étudiés, ils ont fait I'objet d’études d'évolution expérimentale dans
lesquelles les séquences de récepteurs ancestraux ont été inférées sur la base des séquences décrites. L'équipe de
Joseph Thornton, notamment, de |'université de I'Oregon (puis université de Chicago) a produit de nombreuses
contributions dans ce domaine, qui ont permis une description trés fine de la succession des mutations accumulées par
les récepteurs et de leurs effets sur la structure tertiaire des protéines et leur capacité a fixer les hormones (voir
Science et Vie numéros 1069 et 1108).

Jusqu'a présent, ces travaux d’évolution expérimentale ont testé comment des récepteurs anciens répondaient a des
hormones modernes. Implicitement, cela revient a considérer que seuls les récepteurs protéiques évoluent, tandis que
I’évolution des hormones se limiterait a I'apparition successive de celles qui sont connues dans la nature actuelle
(actualisme moléculaire). Cette approche anachronique provenait de la difficulté d’appréhender les voies de synthese
hormonales, qui consistent en une succession d’étapes. Prenons un exemple théorique minimaliste (Figure 1).
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Figure 1 - Modele de voie de
signalisation impliquant une hormone
synthétisée en deux étapes
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Dans ce modele, pour comprendre I'origine du récepteur il suffit d’étudier I’histoire de la famille
protéique a laquelle il appartient pour établir dans quelle lignée animale il est apparu, et quels
sont les récepteurs les plus proches. Pour comprendre I'origine de I’hormone, il faut étudier
I’histoire évolutive des différentes enzymes de la voie métabolique, qui n’appartiennent pas
nécessairement a la méme famille. Par exemple, cing familles protéiques différentes sont
impliquées dans la synthése des hormones stéroides chez les animaux, et chacune de ces
familles comporte plusieurs membres. Par ailleurs, I'étude de |'apparition successive des
enzymes impliquées dans une voie de signalisation peut tres vite soulever des questions
complexes. Par exemple, s'il s'avére que I’enzyme 2 est apparue avant I’enzyme 1, que peut-on
en déduire concernant la présence de I’hormone ? Pour que I’hormone soit présente malgré
tout a cette période ancienne, il n'existe que deux solutions. La premiere est que la réaction
initiale (précurseur a intermédiaire) soit catalysée par une autre enzyme déja présente a cette
époque. La seconde solution est que l'organisme utilisant cette hormone passe outre la
premiere étape en récupérant directement le composé intermédiaire dans son alimentation. La
complexité du scénario augmente pour des voies métaboliques contenant un nombre d’étapes
plus important. En outre, toutes les enzymes impliquées dans une voie de synthése donnée ne
sont pas toujours connues au moment ou apparait le besoin de comparer ces voies. Tel est le
cas chez les insectes et les nématodes ou l'identification des enzymes responsables de
certaines étapes est encore |'objet de recherches actives.

Cependant, il est possible de s’affranchir du probléme des connaissances incomplétes sur les enzymes en comparant
des voies métaboliques de la méme facon que les anatomistes comparent des squelettes d’animaux. En définissant un
nouveau type de caractéres, les réactions enzymatiques, et un nouveau type de taxon (unité de classification), les voies
métaboliques, on peut construire un arbre décrivant le partage des caractéres entre ces voies, ce qui peut ensuite étre
interprété dans une perspective évolutive (Cunchillos et Lecointre, 2007 & 2011) : I'arbre (non présenté ici) ordonne
alors dans le temps la disponibilité de certaines enzymes ou de certains types de réactions enzymatiques. Illustrons
I'aboutissement de cette approche sur un échantillonnage simplifié, limité aux voies de synthése des quelques
hormones évoquées précédemment (voir Figure 2).
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Figure 2 - Comparaison de quelques
étapes-clés des voies de synthése des
hormones stéroides chez les animaux
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Grace a ces résultats nous avons cherché a reconstituer le portrait-robot de I’hormone ancestrale synthétisée chez
I'ancétre commun des chordés, ainsi que la voie de synthese de cette hormone. Rappelons que le taxon des chordés
comprend les vertébrés ainsi que les céphalochordés, tels que I'amphioxus, et les urochordés, comme les ascidies.

Tout d’abord, nous savons que la premiére étape de coupure de la chaine latérale de la molécule de cholestérol (en
rose), ne se produit que chez les vertébrés. En effet, des études de génomique comparative (Markov et al., 2009) ont
montré que I'enzyme responsable du clivage de la chaine latérale du cholestérol (Figure 2, étape rose) est apparue
spécifiqguement chez les vertébrés. L'analyse comparative des voies métaboliques a précisé que cette étape de clivage
de la chalne latérale représentait un des caracteres dérivés partagés par toutes les voies de synthese des hormones de
vertébrés (représentées sur la Figure 2 par les voies de synthése de I'cestradiol, de la 5-déhydroxytestostérone et de la
11-cétotestostérone). Cela signifie donc que, chez I'ancétre commun des chordés, I’'hormone produite possédait cette
chaine latérale (Figure 3).

Les mémes études de génomique montrent que I'enzyme responsable de I'aromatisation (étape bleue : transformation
de la testostérone en cestradiol) était déja présente chez certains cousins des vertébrés, tels que les amphioxus.
Comme le clivage de la chafne latérale n’était pas encore apparu, cette enzyme devait catalyser la réaction
d’aromatisation non pas sur la testostérone, mais sur un substrat présentant une chaine latérale. L’hormone ancestrale
produite était donc chimiquement proche de I'cestradiol. Pour cette raison, nous I'avons nommé paraestrol A (Figure 3).
Le préfixe « para » qui signifie « a c6té de » est souvent utilisé en systématique pour désigner le genre frere d’un genre
déja décrit. Par analogie, nous I'utilisons ici pour indiquer la parenté entre les voies de synthese du paraestrol A et de
I'cestradiol. La lettre A indique que nous nous attendons a trouver d’autres paraestrols dans la nature, qui porteront en
plus une ou plusieurs hydroxylations (groupes -OH) sur le squelette carboné. En effet, I'étude de I'arbre des voies
métaboliques indique que les réactions d’hydroxylation sur des noyaux stérols sont apparues avant la divergence entre
les voies de synthése des stéroides de vertébrés et les voies de synthese des stéroides d’'insectes et de nématodes. On
peut constater cela sur la figure 2, ou des groupes hydroxyles sont visibles sur I'ecdysone (en vert) et sur I'acide
dafachronique (en bleu clair).
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Figure 3 - Modele de voie de synthese
du paraestrol A a partir du
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A partir de cette hormone ancestrale des chordés, le paraestrol A, quel scénario peut-on imaginer pour les vertébrés ?
D’apres les données de la figure 2, on constate qu’il y a eu d'une part apparition de I’enzyme responsable du clivage de
la chalne latérale (étape rose) et également apparition d’enzymes permettant de synthétiser diverses formes de
testostérone (5-déhydroxytestostérone et 11-cétotestostérone, étapes jaune et marron, respectivement).

Une fois formulée cette hypothese concernant la structure et I'origine évolutive du paraestrol A, il devenait tres tentant
de la mettre a I'épreuve de I'expérimentation. Le paraestrol A serait-il capable de se fixer sur le récepteur ancestral aux
stéroides de vertébrés ? Pour tester cela, encore fallait-il pouvoir disposer de cette hormone, qui ne figure pas dans les
catalogues proposés par les fournisseurs de produits chimiques pour les laboratoires. Par chance, il se trouve que le
paraestrol A avait déja été synthétisé (sous un autre nom) en 1950 par le groupe du chimiste Carl Djerassi, dans le
cadre de recherches exploratoires portant sur des stéroides artificiels, qui allaient conduire peu de temps apres a la
synthese de la noréthystérone, I'un des composants majeurs de la pilule cestro-progestative (Djerassi, 1995). En
adaptant légérement ce protocole ancien, Delphine Pitrat et Jens Hasserodt, du laboratoire de chimie de I'ENS de Lyon,
ont réussi a synthétiser de nouveau le paraestrol A en quantité suffisante pour rendre possible les expérimentations
biochimiques. Il a alors été possible de tester la capacité du paraestrol A a se fixer sur le récepteur ancestral aux
stéroides de vertébrés, lui aussi reconstitué artificiellement et exprimé dans des cultures de cellules humaines (Figure
4). Ces tests ont permis de montrer que le paraestrol A peut se fixer au récepteur stéroide ancestral et I'activer, comme
attendu pour I’hormone ancestrale. Néanmoins, cette fixation est moins forte que celle observée avec |'cestradiol, une
hormone actuelle sans chaine latérale.
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Figure 4 - Tests expérimentaux de
fixation du paraestrol A sur le
récepteur ancestral
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Figure 5 - Le couple ancestral hormone-
récepteur ressuscité

A. En bleu, structure du récepteur ancestral aux
stéroides fondée sur le modele par homologie du
récepteur aux cestrogénes (ici : ERa). En vert, le
paraestrol A, un stéroide possédant des caractéres
présents séparément chez le cholestérol et chez les
cestrogenes (chaine latérale et instauration du
premier cycle carboné des cestrogenes) est capable
de se fixer dans la poche du récepteur et de I'activer.
En rouge, la liaison hydrogene entre le paraestrol A
et le récepteur. Voir aussi la vidéo. B. Structure de la
poche du récepteur aux cestrogenes (ERa, en beige)
en présence de 17B-cestradiol (en orange), d’aprés le
fichier PDB 1ERE. La liaison avec les résidus R394 et
E353 est partagée avec le couple ancestral, tandis
que la liaison avec le résidu H524, lié au groupement

hydroxyle spécifique du 17B-cestradiol, est propre au
couple 17B-cestradiol/ERa, ce qui explique la plus
grande affinité de I'interaction.
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Quelle pouvait étre la cause mécanistique de cette différence d’affinité ? La réponse a été apportée par une analyse
structurale. En effet, la modélisation de la position du paraestrol A dans la poche du récepteur ancestral (Figure 5), a
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montré que cette molécule ne peut se fixer a la poche du récepteur qu’en un seul point (indiqué en rouge)
correspondant au groupe hydroxyle (-OH) unique porté par la molécule de paraestrol A. Par contre, I'cestradiol qui
posséde un second groupe hydroxyle (celui en rouge sur la figure 3) peut établir deux liaisons hydrogene avec le
récepteur, ce qui renforce son affinité.

Vidéo - Le couple ancestral hormone-récepteur ressuscité. Auteur : Isabelle Billas

En bleu, structure du récepteur ancestral aux stéroides fondée sur le modéle par homologie du
récepteur aux cestrogenes (ici : ERa). La partie terminale en rouge du récepteur correspond a
I’hélice H12, dont le mouvement assure la fermeture de la poche de fixation a I’hormone. En
vert, le paraestrol A, un stéroide possédant des caracteres présents séparément chez le
cholestérol et chez les cestrogenes, est capable de se fixer dans la poche du récepteur et de
I’activer. En rouge, la liaison hydrogene entre le paraestrol A et les chaines latérales de deux
acides aminés du récepteur, une arginine et un acide glutamique. La chaine latérale d’un
troisieme acide aminé, une histidine, est représentée. Ce troisieme acide aminé est impliqué
dans une liaison hydrogene supplémentaire avec I'cestradiol, qui assure sa plus grande affinité
pour le récepteur par rapport au paraestrol A.

Le clivage de la chaine latérale, remplacée par un groupe hydroxyle, a donc permis I'apparition d’'une nouvelle classe
de molécules capables de se fixer avec une forte affinité et une forte spécificité sur différents récepteurs. A ce moment,
il existait déja chez I'ancétre des vertébrés toute une gamme d’enzymes impliquées dans le catabolisme du cholestérol,
qui permettaient de récupérer de I'énergie lors de sa dégradation. Le clivage de la chaine latérale a fourni a toutes ces
enzymes de nouveaux substrats, qui ont pu ainsi générer de nouvelles voies métaboliques aboutissant a la production
de molécules dont la spécificité de fixation les rendait aptes a participer a la signalisation hormonale (Figure 6). En
quelque sorte, le recyclage en hormones stéroides des produits de dégradation du cholestérol représente une sorte de
« domestication » moléculaire. Le terme de domestication désigne ici I'acquisition de la capacité a synthétiser de fagon
endogéne un composant moléculaire jusqu’a présent produit dans le milieu. De tels phénomeénes ont été clairement
établis dans le cas des éléments transposables (Sinzelle et al., 2009).

Figure 6 - Modele d’évolution du
couple hormone-récepteur dans le cas
des stéroides de vertébrés a chaine
latérale clivée
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Les stéroides sont encore loin d’avoir livré tous leurs secrets. Mais le fait d’avoir dressé le portrait-robot d'une nouvelle
classe de molécules et posé les jalons de leur caractérisation fonctionnelle devrait permettre de rechercher d’'autres
paraestrols dans la nature. Notamment chez les plus proches cousins des vertébrés, tels que les ascidies ou
I"'amphioxus, afin de préciser les conditions de I"apparition de ces hormones disparues, ainsi que leur contribution a la
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mise en place des mécanismes de couplage entre nutrition et reproduction.
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