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Mode d’action
de I'lhormone de croissance

L’hormone de croissance est une hormone hypophysaire
essentielle dont la sécrétion est modulée différemment
selon le sexe dans de nombreuses espéces animales. C’est
un facteur de croissance pour les os et les muscles, un
facteur de différenciation et un régulateur métabolique
pour le foie, le tissu adipeux et le muscle. Son récep-
teur membranaire appartient a la famille des récepteurs
des cytokines. Aprés formation du complexe hormone-
récepteur, la transmission du signal passe par au moins
deux voies: (1) celle initiée par ’'autophosphorylation de
la tyrosine protéine kinase JAK2 conduisant a la phos-
phorylation des MAP-kinases puis de la S6-kinase riboso-
mique, et (2) celle des phospho-inositides et de la pro-
téine kinase C. Ces signaux aboutissent a I’activation de
genes tres variés, codant pour des facteurs de transcrip-
tion, des hormones (principalement le facteur de crois-
sance IGF-I), des récepteurs hormonaux, des enzymes,
des protéines plasmatiques... On a décrit récemment deux
éléments de réponse a I’hormone de croissance dans le
promoteur des genes de serpines mais les facteurs de
transcription correspondants n’ont pas encore été identi-
fiés. Le seul facteur de transcription reconnu en bout de
chaine de laction de I’hormone de croissance est la
protéine c-Fos dont D’expression est nécessaire pour
relayer 'induction de la lipoprotéine lipase par ’hormone.

’hormone de croissance maniéere dépendame de la dose [1].

(GH) est une hormone
extraordinairement pléio-
trope qui exerce des effets
de facteur de croissance et
de différenciation, et agit comme un
important régulateur métabolique.
Bien que d’autres hormones,
comme l’insuline et les hormones
thyroidiennes, participent a la régu-
lation de la croissance corporelle,
seule ’hormone de croissance est
capable de la stimuler d’une

A coté des effets observés in vivo,
I’hormone de croissance s’avére
capable de stimuler la différencia-
tion de chondrocytes tibiaux [2] et
d’ostéoblastes [3] en culture. Il est
donc probable qu’in vivo, ’hormone
puisse induire la différenciation des
cellules de la plaque épiphysaire,
rendant ces derniéres sensibles a des
facteurs de croissance produits par
elles-mémes (régulation autocrine)
ou par d’autres cellules (régulation
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paracrine), qui leur permettent de
proliférer [4, 5]. Concernant ses
effets sur la différenciation, I’exem-
ple le mieux caractérisé est celui des
lignées cellulaires préadipocytaires
3T3-L1 et Ob/1771 qui se différen-
cient en culture pour donner des
adipocytes sous I'action de divers
effecteurs parmi lesquels ’hormone
de croissance [6, 7]. Cet effet peut
étre mimé par le facteur insulino-
semblable de type 1, IGF-I [8], dont
la production est contrélée par
I’hormone de croissance.

L’hormone de croissance influence
les métabolismes lipidique, glucidi-
que et protéique a travers des effets
opposés qui, paradoxalement, peu-
vent s’exercer sur un meéme
tissu [9]. Les effets de I’hormone de
croissance sont insulino-semblables
dans les tissus n’ayant pas été pré-
exposés a I'hormone et sont inver-
sés apres exposition a I’hormone.
Ainsi, ’hormone stimule-t-elle le
transport de glucose et la synthese
protéique dans le muscle et le cceur
d’animaux hypophysectomisés, ces
tissus devenant ensuite totalement
résistants a son action. De la méme
maniére, ’hormone de croissance
qui active la lipogenése dans les adi-
pocytes préalablement incubés en
I’absence de I’hormone [10, 11]
réduit I'utilisation du glucose et aug-
mente la lipolyse dans les cellules
pré-traitées par I’hormone durant
48 h [10].

Bien qu’un grand nombre de tra-
vaux aient été consacrés a l'étude
du mécanisme d’action de I’hor-
mone de croissance, celui-ci reste
encore mal compris. Comme pour
beaucoup d’autres hormones ou fac-
teurs de croissance, la présence de
récepteurs membranaires spécifiques
sur les cellules cibles avait été
démontrée il y a de nombreuses
années. Cependant, ce n’est qu’a la
suite du clonage de 'ADN complé-
mentaire (ADNc) du récepteur, réa-
lisé pour la premiére fois en 1987
chez 'homme et le lapin [12], que
certains aspects du mécanisme de
transduction du signal hormonal ont
pu étre élucidés au niveau molécu-
laire. Nous avons délibérément
choisi de limiter cette revue aux
aspects moléculaires de I'action de
’hormone de croissance en focali-
sant I'analyse sur trois points: (1) le
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récepteur et son interaction avec
I’hormone; (2) les voies de trans-
duction de I’hormone de crois-
sance ; (3) la régulation de I'expres-
sion des génes par I’hormone de
croissance.

Le récepteur
de I'hormone
de croissance

La structure du récepteur

Le récepteur de I’hormone de crois-
sance a été cloné chez diverses espe-
ces, dont I'homme, le lapin, le rat,
la souris, la vache, le porc et le pou-
let. Il est structurellement apparenté
a ceux de la prolactine et des cyto-
kines qui constituent la famille des
récepteurs hématopoiétiques [13].
Ces récepteurs possédent un
domaine cytoplasmique variable, un
domaine extracellulaire plus con-
servé et un seul domaine transmem-
branaire hydrophobe (figurel) . Le
geéne humain, localisé sur le chro-
mosome 5, couvre au moins 87 kb et
contient 9 exons [14]. L’ADNc du
récepteur humain code pour une
protéine de 626 acides aminés con-
tenant un peptide signal et possé-
dant un domaine transmembra-

naire [15]. Le domaine extracellu-
laire qui lie ’hormone comporte
environ 250 acides aminés. Il con-
tient plusieurs résidus cystéine, lar-
gement conservés chez les membres
de cette famille, qui peuvent former
des ponts disulfures donnant nais-
sance a trois courtes boucles. La
découverte, chez des patients pré-
sentant le syndrome de Laron, de
formes mutantes du récepteur, inca-
pables de lier 'hormone a la suite
de la délétion d’exons correspon-
dant au domaine extracellulaire [14)
ou a une mutation ponctuelle (m/s
n° 5, vol. 7, p. 519, [16]), a permis de
localiser le site de liaison au niveau
de la phénylalanine 96. La protéine
correspondant au domaine extracel-
lulaire du récepteur humain, expri-
mée dans E.coli, a des propriétés
similaires a celles de la protéine de
liaison sérique de I’hormone (GH-
BP : GH-binding protein) qui est capa-
ble de lier 50 % de I'hormone de
croissance circulante avec une forte
affinité [17]). Chez I'homme et le
lapin, la GH-BP est produite par
coupure protéolytique de la partie
extracellulaire du récepteur. Chez le
rat et la souris, une GH-BP de
méme type existe, qui est codée par

GH

Extracellulaire

Intracellulaire

IL-4

IL-6 IL-7 GM-CSF

a— Cystéines
g conservées

100
Echelle : |:| acides
aminés

Figure 1. Diagramme représentant la structure de quelques membres
de la famille des récepteurs hématopoiétiques humains. La partie rose
représente la région de conservation maximale, les traits horizontaux ren-
forcés représentent les cystéines conservées et les parties hachurées symbo-
lisent le motif tryptophane-sérine-x-tryptophane-sérine (WSXWS) conservé
chez tous les membres de la famille a I'exception du récepteur de I’hormone
de croissance. Ig: domaine immunoglobulin-like. GH: hormone de crois-
sance, PRL: prolactine; IL: interleukine; GM-CSF : granulocyte macrophage
colony-stimulating factor.
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un ARN messager produit par épis-
sage alternatif du transcrit du gene
du récepteur. Elle correspond a la
partie extracellulaire du récepteur,
additionnée d'un petit peptide
hydrophile qui remplace les parties
transmembranaire et intracellulaire.
Bien qu'il ait été établi qu'elles aug-
mentent la demivie de ’hormone et
abaissent sa vitesse d’élimination et
de dégradation in vivo, le réle des
protéines de liaison de I'hormone
de croissance reste mal compris.

Le domaine intracellulaire du récep-
teur, qui couvre environ 350 résidus,
correspond a la région la moins
conservée chez les membres de la
famille des récepteurs hématopoié-
tiques. II contient dix résidus tyro-
sine susceptibles d’étre phosphorylés,
six d’entre eux étant fortement con-
servés dans plusieurs espéces. Le
poids moléculaire apparent du poly-
peptide précurseur déduit de la
séquence de 'ADNc est d’environ
70 000. Cependant, des expériences
de pontage covalent réalisées a par-
tir de divers types de cellules et tis-
sus révelent I'existence de protéines
liant ’hormone ayant des tailles qui
vont de 30 a 280 kDa. La nature de
ces différentes protéines n’est pas
complétement élucidée. Les diffé-
rentes especes moléculaires pour-
raient représenter des multiméres
ou des protéines modifiées dans des
étapes post-traductionnelles. Il a été
montré, en effet, que la liaison
d’'une molécule d’hormone provo-
quait la dimérisation de la protéine
de liaison et que le récepteur,
glycosylé, pouvait se lier a I'ubiqui-
tine [18]. Sur la base de la recon-
naissance par des anticorps mono-
clonaux, il semble que le récepteur
de I'hormone de croissance puisse
exister sous diverses formes, résul-
tant de différentes modifications
post-traductionnelles d'une seule
protéine puisque, jusqu’a présent,
un seul géne a été identifié.

Le récepteur de 'hormone de crois-
sance semble posséder, dans sa
région intracytoplasmique, des
domaines fonctionnellement dis-
tincts qui seraient couplés aux dif-
férentes réponses biologiques indui-
tes par I'hormone de croissance.
Cela est suggéré par des expérien-
ces récentes sur des récepteurs
recombinants, tronqués dans leur
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partie carboxy-terminale, exprimés
dans différentes lignées cellulaires
dépourvues de récepteurs (cellu-
les CHO). Les résultats obtenus par
ce type d’approche sont présentés
sur la figure2. La délétion des
165 acides aminés de la partie
carboxy-terminale du récepteur a
peu ou pas d’effet sur la liaison de
I’hormone, l'internalisation du
récepteur, la stimulation de la
synthése lipidique et de la proliféra-
tion cellulaire, la stimulation des
protéine kinases activées par les
mitogenes (MAP kinases) et la phos-
phorylation du récepteur sur les
résidus tyrosine. En revanche, la
délétion compléte du domaine intra-
cellulaire abolit toutes ces activités,
hormis la liaison de ’hormone [19].
Une délétion d’amplitude compara-
ble (les 184 derniers acides aminés)
abolit totalement I’activation trans-
criptionnelle de génes chimeéres con-
tenant le promoteur du géne spi 2.1
(inhibiteur de protéase a sérine), ou
celui de la B-lactoglobuline, couplé
a I'ADNc de la chloramphénicol
acétyl transférase bactérienne (cat),
utilisé comme rapporteur [20]. Cette
observation a été reproduite dans la
lignée d’hépatome de rat BRL. trans-
fectée de facon stable avec ’ADNc
du récepteur de I'hormone de crois-
sance de rat. Dans ce systeme, I'hor-
mone de croissance stimule la trans-
cription d'un géne chimére compor-
tant 6copies d'un élément de
réponse a I’hormone dérivé du géne
sp1 2.1, placé en amont du promo-
teur minimal de la thymidine kinase
couplé au geéne cat (Norstedt, obser-
vation non publiée). Enfin, il a éga-
lement été démontré que la partie
juxtamembranaire du domaine
intracellulaire du récepteur com-
prend une région riche en proline
(acides aminés 279 a 293) absolu-
ment requise pour ['activation
transcriptionnelle [20].

Formation et devenir
du complexe hormone-récepteur

Comme pour les autres hormones
polypeptidiques, la premiére étape
de I'action biologique de I’hormone
de croissance est la liaison a son
récepteur membranaire. Des études
cristallographiques récentes, réalisées
avec de la GH-BP recombinante
obtenue chez E.coli, ont montré

m/s n° 12 vol. 9, décembre 93

A B C D E
1 1 1 1 1
Région
extracellulaire
Membrane
295
Région
intracellulaire
436
495
620 620
Fonctions
Liaison +++ +++ +++ +++ +++
Internalisation +++ +++ - ND ND
Synthése lipidique +4++ +++ - ND ND
Prolifération cellulaire +++ ++ - ND ND
MAP kinase T+ ++ - ND ND
Tyrosine phosphorylation : +++ ++ - ND ND
ARNm LPL To++ ND ND ND ND
ARNm IGF-1 - ND ND ND ND
Kinase associée ++ ND ND ND ND
Activation de promoteurs : +++ ND - - -

Figure 2. Relation structure-fonction du récepteur de I’hormone de
croissance. La forme sauvage (A, acides aminés 1-620) et les différentes
formes tronquées dans le domaine intracellulaire (B, C, D, E) du récepteur
de I’hormone de croissance ont été exprimées dans la lignée cellulaire CHO.
Le mutant E a subi une délétion interne, 6tant la région riche en proline,
entre les acides aminés 279 et 293. Leur capacité fonctionnelle a été analy-
sée pour un ensemble d'effets connus de I’hormone de croissance dans ses
cellules cibles (fonctions). La capacité d’activation transcriptionnelle (activa-
tion des promoteurs) a été analysée aprés co-transfection de chiméres por-
tant le promoteur du géne spi 2.1 ou B-lactoglobuline couplé au géne cat.
ND: non déterminé.

qu'une molécule d’hormone se lie
a deux molécules de GH-BP [21].
Bien qu'il reste a démontrer que le
méme type d’association existe avec
le récepteur natif, cela suggére trés
fortement que la dimérisation du
récepteur est importante pour son
internalisation et la transmission du
message hormonal. Une des carac-
téristiques du récepteur de I'hor-

mone de croissance est sa vitesse de
renouvellement plus rapide en pré-
sence d’hormone qu’en son absence
(t=30 a 90 min) [22]. Le processus
d’internalisation met vraisemblable-
ment en jeu la formation de vésicu-
les mantelées (coated pits) dans les-
quelles se concentrent les molécules
de récepteurs, puis leur transfert a

I'intérieur de la cellule vers le com- e——
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partiment lysosomial. Cependant,
contrairement a beaucoup d’autres
complexes hormone-récepteurs
retrouvés dans les lysosomes, celui
de I'hormone de croissance n’est
pas dissocié par le milieu acide de
ces particules [22]. Dans I'adipocyte,
75 % des complexes hormone-
récepteurs internalisés sont dégradés
dans les lysosomes et 25 % sont rela-
chés dans le milieu extracellulaire,
le récepteur pouvant alors étre recy-
clé. Le role de ces processus d’inter-
nalisation et de recyclage dans la
transmission du signal hormonal
reste hypothétique.

L’expression du récepteur

et sa régulation

Le récepteur de I'hormone de crois-
sance a été trouvé dans de nom-
breux tissus et cellules a I'exception
de certains organes comme le
thymus, les testicules et le cerveau ou
son ARNm est pratiquement indétec-
table [13]. Les hépatocytes et les adi-
pocytes sont les cellules dans lesquel-
les le niveau d’expression est le plus
élevé. Une fraction du récepteur,
possédant les caractéristiques norma-
les de liaison de I'hormone de crois-
sance, est retrouvée dans le cytosol
préparé a partir du foie, du cceur,
du rein, du tissu adipeux et du mus-
cle. Ces molécules de récepteur sont,
soit des molécules en cours de matu-
ration, soit des récepteurs internali-
sés. Récemment, a I'aide d’anticorps
monoclonaux dirigés contre la par-
tie extracellulaire, le récepteur de
I’hormone de croissance, ainsi que
sa protéine de liaison, ont été loca-
lisés dans les noyaux d’hépatocytes
de lapin, conduisant a I’'hypothese
d’une possible action intranucléaire
de I'hormone [23].

[’expression du récepteur de I'hor-
mone de croissance varie au cours
du développement [24]. Dans le
foie, le taux du transcrit de 4,5 kb,
tres faible durant la vie feetale, aug-
mente 20 a 30 jours aprés la nais-
sance et se stabilise a environ
40 jours. La capacité des cellules
hépatiques (mais également d’autres
cellules) a lier I'hormone apparait
d’'une maniére concomitante et
reste constante durant la vie adulte.
[’expression du récepteur est con-
trolée par diverses hormones, d'une
maniere différente selon les tis-

sus (22]. Ainsi, I’hypophysectomie,
dont la conséquence majeure est
une perte de production de I'hor-
mone de croissance, d’hormones
thyroidiennes et de glucocorticoides,
diminue I'expression du récepteur
de I'hormone de croissance dans
I'adipocyte mais I'augmente dans
I'hépatocyte. L’hormone de crois-
sance, la thyroxine et les glucocor-
ticoides rétablissent I’expression adi-
pocytaire des récepteurs chez les
animaux hypophysectomisés et aug-
mentent la capacité des hépatocytes
en culture a lier I’hormone. En
revanche, I'exposition chronique des
lymphocytes IM9 a I'hormone de
croissance provoque une diminution
du nombre de ses récepteurs.
L'expression des récepteurs hépati-
ques (ARNm et protéine) augmente
au cours de la grossesse et diminue
lors du jetne. Dans le diabéte de
type I, la diminution de capacité de
liaison des hépatocytes n’est pas cor-
rélée a une baisse du transcrit du
récepteur. Il apparait donc que
I'expression du récepteur de I'hor-
mone de croissance peut étre réglée
au niveau pré-traductionnel (trans-
criptionnel et/ou post-transcription-
nel) mais également au niveau post-
traductionnel.

Les voies de signalisation

de 'hormone de croissance

et les messagers intracellulaires
potentiels

Les travaux réalisés durant les dernie-
res années suggerent I'existence d’au
moins deux voies de signalisation de
I'hormone de croissance dont les
principaux éléments sont présentés
sur la figure 3. La premiére implique
I'activation d'une cascade de réac-
tions de phosphorylation et la
seconde la génération de messagers
intracellulaires de nature lipidique.

La voie des phosphorylations

en cascade

Comme pour beaucoup d’autres
hormones polypeptidiques (EGF,
PDGF, NGF*, insuline..), la liaison
de I'hormone de croissance a son
récepteur membranaire est suivie de
la phosphorylation rapide de ce
récepteur sur des résidus tyrosine.

* EGF : epidermal growth factor; PGDF : platelet-
derived growth factor ; NGF: nerve growth factor.
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Figure 3. Diagramme schématisant les voies de signalisation de I’hor-
mone de croissance dans ses cellules cibles. La liaison de I'hormone
au récepteur, qui entraine sa dimérisation, active au minimum deux voies
de signalisation. La premiére voie met en jeu une cascade de phosphoryla-
tions relayées par différentes kinases (JAK 2*, MAP kinases (MAPK : pp42),
S6 kinase (S6K : pp90)). Elles phosphorylent la protéine ribosomale S6, pou-
vant conduire & une augmentation de la synthése protéique (spécifique ou
non). La seconde voie implique I'activation de phospholipases (PL). Elles
hydrolysent des phospholipides, dont la phosphatidylcholine (PC), et libé-
rent des médiateurs intracellulaires tels que la phosphocholine (P-chol) et
le diacylglycérol (DAG). Cet effet est suivi de I'activation des PKC qui, dans
I’'hépatocyte, est nécessaire pour stimuler la transcription de génes codant
pour c-FOS, IGF-I et le cytochrome P-4502C12. Dans le cas des génes IGF-|
et 2C12 I'activation des PKC n’est pas suffisante et nécessite la néosynthése
d’une protéine de nature indéterminée (protéine X). L’activation des protéi-
nes kinases de type A (PKA) par I'AMPc, a la suite d’une stimulation de
I'adénylate cyclase (AC) par la forskoline, ou directement par un analogue
non-métabolisable tel que le 8-bromo AMPc (8Br-AMPc), peut inhiber (cytoch-
rome P-4502C12) ou non (IGF-l) I'action de I’hormone de croissance sur
I'expression de différents genes.
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Cela a été observé dans les adipocy-
tes et les fibroblastes 3T3-F442A
[25], ainsi que dans les lymphocytes,
les cellules d’hépatome en culture et
des fibroblastes CHO exprimant un
récepteur recombinant [26]. Le fait
que le récepteur de 'hormone de
croissance ne présente aucune ana-
logie avec d’autres récepteurs ou
protéines a activité tyrosine kinase
pose le probleme du mécanisme
impliqué dans cette phosphorylation.
L’hypotheése la plus probable, qui a
récemment recu un début de con-
firmation, est que le récepteur est
étroitement associé a une tyrosine
kinase (pl21) activée par le com-
plexe hormone-récepteur et qui, a la
suite de cette activation, phosphoryle
le récepteur [27]. Cette kinase a
récemment été identifiée comme
étant la tyrosine protéine kinase
JAK2. Son association avec le récep-
teur de I’hormone de croissance a
récemment été démontrée dans les
cellules CHO exprimant un récep-
teur recombinant tronqué [28]. Il
est intéressant de noter que les
récepteurs de I'IL2 et de I'érythro-
poiétine, qui appartiennent a la
méme famille, sont également étroi-
tement associés a une tyrosine
kinase [29, 30], suggérant que les
voies de signalisation de ces divers
facteurs puissent comporter des élé-
ments communs®,

Quelles sont les conséquences de la
phosphorylation du récepteur de
I'hormone de croissance et joue-t-
elle un réle dans la transmission du
message hormonal 7 Il a été claire-
ment démontré que la phosphoryla-
tion des résidus tyrosine des récep-
teurs possédant une activité tyrosine
kinase intrinseque (insuline, EGF),
qui est l'une des étapes initiales
majeures pour l'action mitogéni-
que [31], permet une association
avec des kinases cellulaires telles que
la phosphatidylinositol 3-kinase ou
des enzymes telles que la protéine
GAP (GTPase activating protein) et la
phospholipase Cy possédant des
domaines SH2 (src homology domain
1) [32]. Ce type d’association n’a
pour le moment pas été démontré
dans le cas du récepteur de I'hor-
mone de croissance. Plusieurs pro-

* Vour aussi note ajoutée aux éprewves p. 1360]. ou—

1357



1358

REFERENCES cn——

33. Campbell GS, Pang L., Miyasaka T, Sal-
tiel AL, Carter-Su C. Stimulation by growth
hormone of MAP kinase activity in
3T3-F442A fibroblasts. J Biol Chem 1992 ;
267 : 6074-80.

34. Winston LA, Bertics P. Growth hor-
mone stimulates the tyrosine phosphoryla-
tion of 42- and 45-kDa ERK-related pro-
teins. | Biol Chem 1992; 267: 4747-51.

35. Campbell GS, Christian L], Carter-
SuC. Evidence for involvement of the
growth hormone receptor-associated tyro-
sine kinase in actions of growth hormone.

J Biol Chem 1993 ; 268: 7427-34.

36. Catalioto RM, Ailhaud G, Negrel R.
Diacylglycerol production induced by
growth hormone in Ob 1771 preadipocy-
tes arises from phosphatidylcholine break-
down. Biochem Biophys Res Commun 1990 ;
173 : 840-68.

37. Slootweg MC, van Genesen ST,
Otte AP, Duursma SA, Kruijer W. Activa-
tion of mouse osteoblast growth hormone
receptor : cfos oncogene expression inde-
pendent of phosphoinisitide breakdown
and cyclic AMP. | Mol kndocrinol 1990 ; 4 :
265-74.

38. Doglio A, Dani C, Grimaldi P, Ail-
haud G. Growth hormone stimulates cfos
gene expression by means of protein
kinase C without increasing inositol lipid
turnover. Proc Natl Acad Saa USA 1989 ; 86:
1148-52.

39. Smal J, De Meyts P. Role of kinase C
in the insulin-like effects of human growth
hormone in rat adipm'};cs_ Biochem Biofrhys
Res Commun 1987 ; 147 = 1232-40.

40. Tollet P, Legraverend C, Gustafsson JA,
Mode A. A role for protein kinases in the
growth hormone regulation of cytochrome
P-450 2C12 and insulin-like growth factor-
I messenger RNA expression in primary
adult rat hepatocytes. Mol lindocrinol 1991 ;
5: 1351-8.

41. Brabant G, Prank K, Schofl C. Pulsa-
tile patterns in hormone secretion. Trends
Endoerinol Metab 1992 ; 3: 190-3.

42. Legraverend C, Mode A, Wells T,
Robinson L, Gustafsson JA. Hepatic steroid
hydoxylating enzymes are controlled by the
sexually-dimorphic pattern of growth hor-
mone secretion in both normal and dwarf
rats. FASEB ] 1992; 6: 711-8.

43. Johnson TR, Rudin SD, Blossey BK,
llan J, llan J. Newly synthetized RNA:
Simultaneous measurements in intact cells
of transcription rates and RNA stability of
insulin-like growth factor [, actin, and albu-
min in growth-hormone stimulated hepa-
tocytes. Proc Natl Acad Sci USA 1991 ; 88:
5287-91.

téines cellulaires sont également
rapidement phosphorylées en
réponse a I’hormone. C’est le cas de
protéines appartenant a la famille
des sérine/thréonine/tyrosine kina-
ses appelées MAP kinases (mitogen
activated protein kinases) [33] ou kina-
ses ERK (extracellular signal-regulated
kinases) dans les fibroblas-
tes 3T3-F442A (26, 34] et les cellu-
les CHO exprimant un récepteur
recombinant [26], ainsi que d’une
protéine de 97kDa non ident-
fiée [26]. Il a été montré récemment
que la tyrosine kinase associée au
récepteur (JAK2) phosphoryle les
MAP kinases ainsi que d’autres pro-
téines cellulaires dans les fibroblas-
tes 3T3-F442A [35]. Les MAP kinases
font partie des protéine kinases
intracellulaires, incluant la S6 kinase,
impliquées dans les voies de signali-
sation de nombreux facteurs mitogé-
niques et de différenciation(31].
L’activation de genes (IGF-I, cytoch-
rome P-450 2C12), et 'augmentation
de la synthese protéique globale,
observées en réponse a ’hormone
de croissance, pourrait résulter de
I'activation de cette cascade de pro-
téine kinases conduisant, entre
autres, a la phosphorylation de la
protéine ribosomale S6 qui est une
étape clé de la synthése protéique.

La voie des médiateurs lipidiques

Si des études récentes tendent a
attribuer un role important a certai-
nes molécules d’origine lipidique
dans I'action de I’hormone de crois-
sance, les résultats restent contradic-
toires et ne permettent pas de déga-
ger un mécanisme univoque. Ainsi,
'hormone de croissance active une
phospholipase C (PLC) qui hydro-
lyse des phosphoinositides, libérant
le diacylglycérol et Iinositol
3-phosphate dans les membranes
basolatérales du tubule proximal de
rein de chien. En revanche, I'hor-
mone inhibe I'activation d’une PLC
par l'insuline dans le tissu adipeux.
Dans les hépatocytes, les cellules
pré-adipocytaires Obl771 et les
ostéoblastes en culture, I’hormone
de croissance stimule la production
de diacylglycérol. Cependant, dans
les pré-adipocytes Ob1771, cette pro-
duction de diacylglycérol est obser-
vée sans augmentation concomitante
des inositol phosphates et met en

jeu un mécanisme d’hydrolyse de la
phosphatidylcholine qui est sensible
a la toxine pertussique [36]. Il existe
aussi d’autres effets de I'hormone de
croissance qui n’impliquent pas de
médiateurs lipidiques. C’est le cas,
par exemple, de [linduction de
I’ARNm de c-Fos dans les ostéoblas-
tes murins, qui n’est pas accompa-
gnée d’un changement du turnover
des phosphoinositides [37]. Les pro-
téine kinases C (PKC, sérine/thréo-
nine kinases), activées par le
diacylglycérol et le calcium, sont des
candidats potentiels susceptibles de
relayer, au moins en partie, les effets
de I'hormone de croissance [38-40].
Cette hypothése est étayée par plu-
sieurs observations: (1) les esters de
phorbol activateurs des PKC miment
certains effets de ’hormone ; (2) la
déplétion des cellules en PKC atté-
nue certaines des réponses cellulai-
res a I’hormone ; (3) I'action lipo-
génique de I’hormone de croissance
dans I'adipocyte de rat est bloquée
par des inhibiteurs des PKC tels que
I'acridine orange et la sphingosine ;
(4) dans les ostéoblastes et les préa-

dipocytes Obl1771 en culture,
I'induction de I’ARNm de c-Fos
dépend, wvia la formation de

diacylglycérol, de TIactivation des
PKC. En revanche, I'induction de
FARNm du facteur IGF-I dans les
pré-adipocytes Ob1771 est indépen-
dante de son activation [38]. Cela
suggere que l'activation des PKC
seule n’est pas suffisante ou qu'elle
ne participe pas a ce type d’effet.
L’existence d’une interaction entre
les sérine/thréonine kinases de types
C et A au cours de la transduction
du signal hormone de croissance est
suggérée par le fait que I'activation
des PKA par la forskoline inhibe
I'induction par 'hormone de crois-
sance de la transcription du cytoch-
rome P-450 2CI12 [40].

Régulation

de l'expression génique
par I’hormone

de croissance

Les signaux intracellulaires déclen-
chés par la liaison de I’hormone de
croissance a son récepteur se propa-
gent, au moins en partie, jusquau
noyau, la majorité de ses effets
impliquant une modulation de
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Tableau |
EXEMPLES DE GENES CONTROLES PAR L’'HORMONE
DE CROISSANCE /N VIVO ET DANS DES CULTURES DE CELLULES
OU DES LIGNEES CELLULAIRES ETABLIES

Génes Tissu/cellule Effet

Récepteurs

EGF-R Foie +

GH-R Foie, hépatome, +
tissu adipeux, +
chondrocyte

Prolactine-R Foie, hépatocyte +

CEstrogene-R Foie +

Protéines de liaison

IGF-BP1 Foie -

IGF-BP3 Ovaire +

GH-BP Foie +

Hormones

Insuline Insulinome +

Somatostatine Hypothalamus +

IGF-I Os, ostéoblaste, +
foie, hépatocyte, +
adipocyte, pré-adipocyte +
rein, testicule, hypophyse +

Enzymes

Cyt P-450 2C12 Foie, hépatocyte +/-

Cyt P-450 C27/25 Foie +

Alcool déshydrogénase Hépatocyte +

Lipoprotéine lipase Pré-adipocyte +

Glutamine synthétase Foie +

Facteurs de transcription

c-fos Ostéoblaste, ostéocyte,
pré-adipocyte, hépatocyte, +

c-myc Ostéoblaste +

c-jun Ostéoblaste, pré-adipocyte +

Protéines diverses

Serpines (spi) Foie, hépatocyte +

Albumine, a2U-globuline Foie +

Collagéne Fibroblaste

Myosine, chaine lourde Muscle +

Vinculine, fibronectine Pré-adipocyte +

I’expression génique. Dans le son d’hormone (IGF-BP), des enzy-

Tableau I sont répertoriés les princi-
paux genes dont l'expression est
affectée par I'hormone ainsi que les
tissus cibles correspondants. L’exa-
men de cette liste appelle plusieurs
remarques. La premiére concerne la
grande diversité des génes controlés
par I’hormone de croissance. En
effet, elle controle au niveau trans-
criptionnel I'expression de génes
codant pour des protéines de nature
et de fonction particulierement
variées telles que des hormones
(somatostatine, IGF-I, insuline), des
récepteurs (EGF, GH, prolactine,
cestrogenes), des protéines de liai-
m/s n° 12 vol. 9, décemlne 93

mes (cytochrome P-450, alcool
déshydrogénase, lipoprotéine lipase,
glutamine synthétase), des proto-
oncogeénes (c-Fos, c-Jun, c-Myc) et
des protéines diverses (anti-protéases
SPI, 02-u globuline). Cela suggere
I'existence d’éléments régulateurs
communs dans ces différents génes.
La seconde est le fait que le foie et
le tissu adipeux, sieges de Ia
synthése du glycogéne et des grais-
ses, sont les cibles cellulaires préfé-
rentielles de I’hormone de crois-
sance ; l’hormone contribuerait
donc de maniére importante a
’homéostasie métabolique. Une

autre caractéristique concerne la
relation existant entre le mode de
production de I’hormone et son
action régulatrice de I’expression
génique. Dans le foie, les génes dont
I'expression est soumise a une régu-
lation par ’hormone de croissance
peuvent étre classés en deux grou-
pes. Les génes du premier groupe
codent, en particulier, pour le fac-
teur IGF-I et les protéinesSPI, et
semblent nécessiter la présence con-
tinue de I’hormone pour leur
expression. Les génes du second
groupe, représentés par ceux de la
sous-famille des cytochromesP-450
IIC, sont réglés de maniere plus sub-
tile puisque leur expression dépend
étroitement du caractere pulsatile de
la production d’hormone de crois-
sance, reflété au niveau de son taux
circulant [41]. Cette pulsatilité
résulte essentiellement de I'action
antagoniste de deux hormones
hypothalamiques, la GHRH (growth
hormone releasing hormone) et la soma-
tostatine, qui exercent, respective-
ment, un effet positif et un effet
négatif sur la production de GH. De
plus, le caractére pulsatile de la
sécrétion hypophysaire est sexuelle-
ment différencié chez plusieurs espe-
ces, dont I’homme, et, d'une
maniere plus marquée, chez le rat.
Chez le rat male adulte, des pics
d’amplitude importante intervien-
nent toutes les 3 a 4h, la concen-
tration circulante étant quasi nulle
entre les pics. Chez la femelle, la
production est plus soutenue, les
pics sont plus fréquents et de moin-
dre amplitude. Des travaux récents
ont en fait montré que, chez le rat
adulte, I'expression sexuellement dif-
férenciée de certains membres de la
famille des cytochromesP-450 IIC
dépend moins de I'amplitude des
pics que de la concentration sérique
entre les pics, qui est inférieure a
Ing/ml chez le male et supérieure
a bng/ml chez la femelle [42]. Des
expériences réalisées in vitro sur des
hépatocytes en culture primaire ont,
tout au moins en partie, permis de
reproduire la situation rencontrée in
vivo. En effet, I'exposition chronique
des hépatocytes de rat a ’hormone
de croissance, situation proche de
celle rencontrée chez la femelle in
vivo, induit la transcription du géne

du cytochrome P-450 [IC12 (femelle) m—
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et réprime celle du géne du cyto-
chrome P-45011C11(male), deux
caractéristiques du contrdle de
I'expression de ces génes in
vivo [41].

A quel niveau, et par quel méca-
nisme, I’hormone de croissance
controle-t-elle 1'expression de ses
genes cibles? Des expériences
d’élongation de transcrits in vitro ont
montré que l'’hormone de crois-
sance contrdle au niveau transcrip-
tionnel, dans le foie, I'expression de
génes codant pour le facteur IGF-
1[43], les cytochromesP-450 IIC 7,
11, 12 et 13 [44], et les inhibiteurs
de sérine protéases SPI-2.1 et
2.2 (45, 46] et, dans les préadipocy-
tes Obl771, les génes codant pour
la lipoprotéine lipase [47], le fac-
teur IGF-1 [48] et le proto-oncogéne
cfos [38]. Treés peu d’informations
sont encore disponibles concernant
les éléments cisactifs présents dans
les promoteurs des génes sous le
controle de I’'hormone de crois-
sance, et la nature des facteurs
transcriptionnels mis en jeu dans ces
régulations. Les seules études ayant
permis a ce jour de localiser des élé-
ments de réponse a I'hormone dans
les promoteurs concernent celles
réalisées sur les geénes spi. Analysant
I'expression de génes chimériques
dans des hépatocytes en culture, le
groupe de Towle a Minneapolis
(MN, USA) a tout d’abord localisé
un élément de réponse a I'hormone
de croissance sur le géne s 2.1
entre les positions -175 et -125 et
montré qu'une protéine nucléaire,
de nature inconnue, sensible a ’hor-
mone de croissance, se fixait sur ce
site, situé dans une région d’hyper-
sensibilité a I'’ADNase I dépendante
de I’hormone [49]. Cette observa-
tion a été confirmée par notre
groupe qui a, de plus, identifié un
second site de réponse a I’hormone
de croissance sur ce méme promo-
teur [50]. 11 a également été mon-
tré, par des expériences de transfec-
tion, que des constructions chiméri-
ques contenant les promoteurs des
geénes de l'insuline et de la somato-
statine [51], de la lipoprotéine
lipase [52] et de la B-lactoglobuline
ovine [20] répondent de fagon posi-
tive a ’hormone de croissance. Les
€éléments de réponse de ces génes
sont en voie d’identification. Parmi

les facteurs transcriptionnels connus
dont le niveau d’expression est con-
trolé par I'hormone de croissance,
les produits des proto-oncogénes
fos et cjun sont des intermédiaires
potentiels de I'action de 'hormone.
Cette hypothése semble confortée
par des travaux récents montrant
que, dans les préadipocytes Ob1771,
I'induction du géne de la lipopro-
téine lipase dépend, pour 50 %, de
I’activation préalable de la transcrip-
tion du proto-oncogéne c¢-fos [53].
Cependant, l'absence de site API,
cible des hétérodimeres transactifs
formés par I'association de la pro-
téine c-Fos avec un autre facteur
transcriptionnel tel que c-Jun, dans
le promoteur du géne de la lipopro-
téine lipase, ne permet pas d’affir-
mer que c-Fos est un facteur trans-
activateur de ce géne. Le produit
d’un troisieme proto-oncogene,
my¢, est controlé par I'hormone de
croissance de facon sexuellement
différenciée a partir de la puberté,
et cela reflete peut-étre les effets a
long terme de c-myc sur le processus
d’hépatocarcinogénése murine lui
aussi nettement sexuellement diffé-
rencié [54]. Enfin, la possibilité que
le récepteur de I'hormone de crois-
sance et/ou la GH-BP, qui ont été
localisés dans les noyaux d’hépatocy-
tes [23], jouent le réle de facteur
transcriptionnel n’est pas exclue
mais reste a démontrer.

I Conclusion

Comme beaucoup d’autres hormo-
nes polypeptidiques, I'hormone de
croissance exerce des effets de type
métabolique et mitogénique, met-
tant en jeu l'activation de la trans-
cription de nombreux geénes. S'il a
pu étre clairement établi que la liai-
son de I'hormone a un récepteur
membranaire représentait la pre-
miere étape nécessaire au déclen-
chement de la série d'événements
impliqués dans I'action de I'hor-
mone de croissance, il reste beau-
coup de points d’interrogation con-
cernant les voies de transduction
possibles pour les différents effets.
Les données récentes permettent
d’envisager I'existence d'au moins
deux voies de transduction. La pre-
miere implique Il'activation d’une
cascade de phosphorylations initiali-
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sée par l'autophosphorylation de
JAK2, une tyrosine kinase récem-
ment identifiée comme étant la tyro-
sine kinase (pl2l) associée au
récepteur de I’hormone de crois-
sance. Cet événement précoce est
immédiatement suivi par la phos-
phorylation du récepteur et I'activa-
tion de kinases intracellulaires telles
que MAP-ERK qui peuvent, ultérieu-
rement, activer d’autres kinases tel-
les que la S6 kinase, un intermé-
diaire important de la synthése pro-
téique. La seconde voie met en jeu
des médiateurs lipidiques —
diacylglycérol — libérés sous I'action
de I’hormone et capables de modu-
ler l'activité de kinases — les PKC
— et de phosphatases. Ce type de
régulation pourrait induire un chan-
gement d’activité de facteurs trans-
criptionnels et, par voie de consé-
quence, un changement du niveau
de transcription des géncs cibles de
I'hormone de croissance. Cela reste,
cependant du domaine de I'hypo-
these car, hormis c-Fos, c-Jun et c-
Myc, ces ficteurs transcriptionnels
ainsi que leur mode de régulation
restent a découvrir. L'utilisation de
méthodes telles que le clonage par
expression pourrait permettre de les
caractériser ainsi que d'identifier les
molccules (kinases, phosphatases)
impliquées dans la propagation du
signal initié par la liaison de I'hor-
mone de croissance a son récepteur.
Par ailleurs, le développement de
systémes reconstitués devrait permet-
tre d’élucider le mécanisme d’action
de I'hormone. Ces systémes, fondés
sur l'expression, transitoire ou sta-
ble, du récepteur dans des cellules
déficientes pour son expression,
ainsi que d'un géne rapporteur
placé sous le controle de promo-
teurs sensibles a I'hormone de crois-
sance (spi, cytochromes P-450), peu-
vent étre couplés a I'utilisation d’oli-
gonucléotides antisens et d’anticorps
spécifiques visant a neutraliser des
intermédiaires spécifiques potentiels
de la voie de transduction. Compte
tenu de la disponibilité d’outils tels
que le récepteur et quelques geénes
cibles clonés, il est probable que
toutes ces questions recevront des
réponses dans un proche avenir W
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Sumnmary

The action mechanism of growth hormone

Growth hormone (GH) is the
major hormone secreted by the
pituitary gland and its pattern of
secretion is sexually differentiated
in many species. It is a pleiotro-
pic hormone which acts as a
growth factor in bone and mus-
cle tissues and as a differentiation
factor and a metabolic regulator
in the liver and in fat and mus-
cle tissues. The first step in GH
action consists of a specific inter-
action between GH and its recep-
tor (GHR) which is a single
transmembrane domain protein
presenting similarities to the pro-
lactin receptor and, to a lesser
extent, to some members of the
cytokine receptor family. At least
two types of GH signalling path-
ways appear to coexist in most
target cells. The first one invol-
ves a phosphorylation cascade ini-
tiated by auto-phosphorylation of
JAK2, a tyrosine kinase which is
tightly associated to GHR. This is
followed by or concomitant to
the phosphorylation of intracellu-
lar proteins such as mitogen-
activated kinase(s), an event pre-
ceding the activation of other
kinases such as the S6 kinase. A

second pathway involves lipidic
mediators such as phospholipid
breakdown products and protein
kinase C. Both pathways are likely
to transduce the hormonal mes-
sage to the nucleus and to acti-
vate the transcription of a variety
of genes coding for transcription
factors, hormones, hormone
receptors, enzymes, and plasma
proteins (e.g., ¢-FOS, insulin-like
growth factorl, prolactin recep-
tor, cytochrome P-450I1IC, ser-
pins, 02U globulin). Two GH-
responsive elements have recently
been mapped in the promoter of
serpin genes but the correspon-
ding transcription factor(s) have
not yet been identified. The only
transcription factor identified so
far as a GH target is the ¢fos pro-
tooncogene product whose tran-
sient expression was shown to be
required for GH induction of the
lipoprotein-lipase gene. The avai-
lability of molecular tools such as
the cloned receptor and target
genes should now allow some
rapid progress leading to a bet-
ter understanding of growth hor-
mone functions.

Note ajoutée aux épreuves

Une série remarquable de travaux faisant suite a I’élucidation des méca-
nismes de la transmission du signal engendré par les interférons (m/s n° 8,
vol. 8, p. 838), indique que les tyrosine kinases JAK-1 et JAK-2, ainsi que
TYK-2, peuvent, en combinaison, phosphoryler des facteurs de transcrip-
tion qui sont alors transférés du cytoplasme vers le noyau ou ils activent
la transcription de génes variés (pour bréve revue, voir Hunter T, cyto-
kine connections. Nature 1993 ; 366 : 114-6). Des travaux antérieurs diront
si I’hormone de croissance peut également, par I'intermédiaire de JAK-2,
agir de cette maniére.
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