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La structure des récepteurs de
la prolactine

et de I'hormone de croissance
est maintenant connue

Le récepteur de la prolactine appartient a une famille
de récepteurs a un seul segment transmembranaire ol
I’on trouve aussi ceux de 1’hormone de croissance, de
plusieurs interleukines, de I’érythropoiétine et du GM-
CSF. Ces molécules n’ont pas d’activité intrinseéque de
tyrosine kinase et on ne connait pas leur mécanisme de
transduction du signal hormonal. La possession des
ADNc et des génes correspondants va maintenant per-
mettre de mener des études de relations structure-
fonction et de déterminer les éléments d’ADN qui con-

féerent la réponse de geénes variés a ces hormones.

a prolactine (PRL), I’hor-

mone de croissance (GH) et

I’hormone lactogéne placen-

taire (PL) forment une

méme famille d’hormones
polypeptidiques [1]. La prolactine et
I’hormone de croissance sont sécré-
tées par I’hypophyse antérieure alors
que ’hormone lactogéne placentaire
est une hormone de la gestation
synthétisée par les membranes feeta-
les du placenta. La PRL et la GH
sont présentes chez tous les vertébrés.
L’action principale de la GH est la
stimulation de la croissance du sque-
lette et des tissus mous. Les effets
peuvent étre divisés en deux grandes
catégories : ceux associés a la crois-
sance, qui sont indirects puisqu’ils
passent par I’intermédiaire de I'IGF,
(tnsulin growth factor 1) et les effets
associés au métabolisme des glucides
et des lipides, qui semblent é&tre
directs et mettent en jeu les récep-
teurs de la GH dans les tissus cibles.

Pour la prolactine, plus de 85 actions
biologiques ont été décrites [2, 3].
Ces actions peuvent étre classées en
sept catégories : 1) actions associées
a I’équilibre de ’eau et des électroly-
tes ; 2) effets sur la croissance et le

développement ; 3) action sur les
fonctions de reproduction ; 4) effets
métaboliques ; 5) effets sur le com-
portement ; 6) fonction d’immuno-
régulation et 7) action sur l’ecto-
derme et la peau.

Certaines de ces fonctions sont carac-
téristiques de certaines especes, mais
sont moins importantes dans
d’autres. Chez les mammiféres,
I’action la mieux connue de la PRL
est celle exercée sur le développement
de la glande mammaire et la lacto-
genese, c’est-a-dire la production des
protéines (caséines, lactalbumine) et
des lipides du lait [4]. Ces effets
s’exercent en association avec
d’autres hormones, comme I’cestra-
diol, la progestérone, les glucocorti-
coides, la GH, I’hormone lactogéne
placentaire, ’insuline, les hormones
thyroidiennes et les facteurs de
croissance.

Les mécanismes d’action cellulaire de
la prolactine et de I’hormone de
croissance restent peu connus. En
particulier, les étapes postérieures a
I’interaction de ces hormones avec
leurs récepteurs spécifiques, qui sont
responsables du transfert de la stimu-
lation hormonale, restent inconnues
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et aucun « second messager » pour
ces hormones n’a encore été identifié.
Il est clair que la PRL est une hor-
mone clé impliquée dans le dévelop-
pement et le maintien de certaines
tumeurs expérimentales de la glande
mammaire chez les rongeurs. Le role
de la PRL dans le cancer du sein est
en revanche beaucoup plus contro-
versé. Toutefois, les récepteurs de la
prolactine sont présents dans la majo-
rité des biopsies tumorales et dans
des lignées cellulaires dérivées de ces
tumeurs [3].

Distribution des récepteurs

Les récepteurs de la prolactine ont
une distribution beaucoup plus large
que celle des récepteurs de ’hormone
de croissance (Tableau I). Cependant,
I’hormone de croissance peut agir
indirectement sur un grand nombre
de tissus zia la production hépatique

&’IGF, [6).

Régulation des récepteurs

La régulation hormonale des récep-
teurs de la prolactine et de I’hormone
de croissance est complexe. Plusieurs
hormones stéroides, thyroidiennes et
polypeptidiques, incluant la prolactine
et T’hormone de croissance elles-
mémes, contrélent le niveau des
récepteurs. Par exemple chez le rat,
la testostérone augmente le nombre
de récepteurs de la prolactine dans la
prostate, alors que cette méme hor-
mone diminue ces récepteurs dans le
foie, le rein et la surrénale. En revan-
che, les cestrogénes augmentent le
nombre de récepteurs dans le foie. II
est probable que les hormones stéroi-
des agissent indirectement, au moins
partiellement, wvia la sécrétion
hypophysaire de la prolactine et de
I’hormone de croissance. Ces deux
hormones ont un réle direct sur la
régulation positive de leurs propres
récepteurs, et la GH est capable aussi
d’augmenter le niveau des récepteurs
de la prolactine (pour une revue, [6]).
La prolactine et ’hormone de crois-
sance exercent aussi un contrdle
négatif sur leurs propres récepteurs.
Cette régulation négative (down-
regulation) s’exerce soit a des concen-
trations, soit a des durées d’exposi-
tion a I’hormone, plus élevées que
pour la régulation positive [6].

Structure des récepteurs
Le développement des anticorps poly-
m/s n° 8, vol. 6, octobre 90

clonaux et monoclonaux dirigés con-
tre les récepteurs de la prolactine et
de ’hormone de croissance a joué un
role déterminant dans la caractérisa-
tion et, surtout pour la prolactine,
dans la purification des récepteurs.

Récepteurs
de la prolactine

Plusieurs anticorps monoclonaux dif-
férents dirigés, soit contre le récep-
teur de la glande mammaire de
lapine [7, 8], soit contre le récepteur
du foie de rat [9, 10], ont été déve-
loppés. L’un de ces anticorps, dirigé
contre le récepteur de la prolactine
de la glande mammaire de lapine
(A917), est doué de propriétés mimé-
tiques de la prolactine sur la glande
mammaire, alors que d’autres anti-
corps, dirigés contre le site de liaison,
sont capables de bloquer I’action bio-
logique de la prolactine [8]. Ces anti-
corps ont facilité la caractérisation
biochimique du récepteur de la pro-
lactine dans différents tissus chez le
rat et le lapin.

Chez le rat, I'un des tissus présen-
tant la concentration en récepteur de
la prolactine la plus élevée est le foie.
Bien que la fonction exacte de la pro-
lactine dans ce tissu ne soit pas clai-
rement établie (la stimulation de

Pornithine décarboxylase [11] et de la
synlactine [12] a été décrite), le foie
reste un bon modele pour étudier la
biochimie du récepteur. L’un des
anticorps monoclonaux (E21) se lie
au récepteur du foie de rat avec une
affinité élevée, simule la liaison de la
prolactine a son récepteur et immu-
noprécipite spécifiquement une pro-
téine d’un poids moléculaire apparent
d’environ 42 000 [9]. Un poids molé-
culaire identique est trouvé par wes-
tern blot [9, 10]. Le poids moléculaire
du récepteur a été déterminé par une
approche non immunologique.
Lorsqu’une préparation membranaire
ou partiellement purifiée en récepteur
est marquée par pontage covalent
avec la 125]-prolactine (crosslinking),
I'analyse sur gel de polyacrylamide
révele une bande d’environ 62 000
correspondant au complexe hormone-
récepteur (figure 1). Compte tenu du
poids moléculaire de la prolactine
(22 000), cette analyse révele a nou-
veau un poids moléculaire apparent
d’environ 40 000 du récepteur.

Clonage de ’ADNc¢ du récepteur de
la prolactine

Le clonage a été réalisé par une
approche classique. La purification
compléte du récepteur du foie de rat
par chromatographie d’immunoaffi-

Tableau |

DISTRIBUTION DES RECEPTEURS DE LA PROLACTINE
ET DE L'HORMONE DE CROISSANCE

Prolactine

Hormone de croissance

Glande mammaire normale

Tumeur mammaire

Foie

Pancréas

Rein

Surrénale

Placenta

Ovaire : cellules de granulosa et
corps jaune

Testicule : cellules de Leydig

Epididyme

Vésicule séminale

Prostate

Lymphocytes

Thymocytes

Plexus choroide

Hypothalamus

Foie

Tissu adipeux
Lymphocytes
Thymocytes
Ovaire

Corps jaune
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Figure 1. Caractérisation du récep-
teur de la prolactine de rat. A. Liai-
son covalente de '25/-prolactine a
son récepteur hépatique, en absence
(puits 1) ou en présence (puits 2) d’'un
exceés de prolactine non marquée. Les
marqueurs de poids moléculaire sont
indiqués a gauche. Le poids molécu-
laire du complexe hormone-récepteur
est de 61 000. B. Caractérisation par
immunoblot du récepteur de la prolac-
tine. Le poids moléculaire du récepteur
est d’environ 41 000.

nité suivie par électrophorese prépa-
rative, a rendu possible la détermi-
nation de la séquence primaire en
acides aminés des fragments du
récepteur. Il fallait atteindre un fac-
teur de purification de l’ordre de
100 000 fois pour obtenir une prépa-
ration homogene. Les fragments pep-
tidiques obtenus par digestion par-
tielle du récepteur par la trypsine ont
été purifiés par chromatographie en
phase liquide a haute performance
(HPLC), et la séquence en acides
aminés a été déterminée par analyse
en phase gazeuse [13, 14]. Une
sonde oligonucléotidique, préparée a
partir des séquences en acides ami-
nés des fragments, a été utilisée pour
cribler une banque d’ADN complé-
mentaire construite a partir des ARN
messagers du foie de rat. Un premier
ADNCc de petite taille a été isolé, qui
a ensuite été utilisé comme sonde
pour trouver ’ADNc complet du
récepteur de la prolactine.

La structure de cet ADNc a permis
de déduire I’enchalnement des acides
aminés du récepteur. La protéine
mature, dans le foie de rat, est com-
posée de 291 aa, avec une zone
extracellulaire de 210 aa, une région
transmembranaire unique de 24 aa,
et une région cytoplasmique de 57 aa
[13] (figure 2). L’introduction par
transfection de cet ADNc dans les
cellules hotes permet d’exprimer le
récepteur dans les cellules qui en sont
normalement dépourvues et d’établir
sans ambiguité I’identité du clone
sélectionné. Le récepteur de la pro-
lactine a donc été exprimé dans les
cellules de mammiferes, les cellules

d’ovaire du hamster chinois (CHO),
par transfection avec un plasmide
contenant I’ADNc du récepteur lié a
différents éléments du génome du
virus SV40 (pour faciliter I’efficacité
de I’expression). L’expression du
récepteur dans les cellules hotes a été
démontrée par mesure de la liaison
spécifique de la prolactine. Les cel-
lules transfectées expriment des
récepteurs qui ont une spécificité et
une affinité pour la prolactine iden-
tiques a celles déja observées pour le
récepteur de la prolactine du foie de
rat ou de la glande mammaire de
lapine.

L’ensemble des résultats = obtenus
(séquence en acides aminés, struc-
ture, poids moléculaire, liaison spé-
cifique de la prolactine, affinité du
récepteur pour les différentes hormo-
nes étudiées) démontre donc que
I’ADNc isolé code bien pour le récep-
teur de la prolactine du foie de rat.

Récepteur de I'hormone
de croissance

Quelques mois avant la publication de
notre travail sur le récepteur de la
prolactine, des chercheurs de la firme
Genentech a San Francisco ont publié
la structure du récepteur de I’hormone
de croissance, déterminée selon les
mémes techniques, c’est-a-dire apres
purification, séquencage et clonage de
I’ADNc [15]. Ces auteurs ont signalé
que la structure établie ne présentait
d’homologie avec aucune protéine
connue. En fait, aprés notre travail,
nous avons constaté que la structure
que nous avions déterminée pour le
récepteur de la prolactine, présentait
d’importantes homologies avec celles
du récepteur de ’hormone de crois-
sance (figure 3, p. 762). A premiere
vue, la structure des deux récepteurs
semble étre tres différente, puisque le
récepteur de ’hormone de croissance
est beaucoup plus long (620 aa).
Cependant, si on compare seulement
les premiers 291 aa, 30 % d’entre eux
sont identiques entre les deux récep-
teurs. De plus, I’homologie se concen-
tre dans certains domaines ou I’on
trouve jusqu’a 70 % d’acides aminés
identiques. Les récepteurs de la pro-
lactine et de ’hormone de croissance
forment donc une nouvelle famille de
récepteurs qui possede une seule
région transmembranaire.
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Une seconde forme
de récepteurs
de la prolactine

En utilisant ’ADNc du récepteur du
foie de rat comme sonde, une ban-
que d’ADN complémentaires, cons-
truite a partir de glande mammaire
de lapine, a été criblée. Nous avons
isolé deux ADNc qui, associés, déli-
mitent un cadre de lecture codant
pour le récepteur de la prolactine.
Dans ce tissu, le récepteur mature a
une longueur de 592 acides aminés
avec les domaines extracellulaire et
transmembranaire trés voisins de
ceux du récepteur du foie de rat
(figure 3). La différence est localisée
dans la partie cytoplasmique qui est
composée de 358 acides aminés [16],
c’est-a-dire beaucoup plus longue que
dans le cas du récepteur du foie de
rat (57 acides aminés).

Encore plus récemment, la structure
du récepteur de la prolactine chez
I’homme a été déterminée en criblant
des banques d’ADNc d’une lignée
cellulaire d’hépatome (Hep G2) et
d’une lignée de cellules de cancer du
sein (T-47D). Le récepteur de la pro-
lactine chez ’homme appartient a
cette deuxiéme catégorie de récep-
teurs (forme longue) avec 598 acides
aminés pour la forme mature (figure
3) [17]. 11 est probable que les deux
formes de récepteurs de la PRL sont
responsables de différentes actions
biologiques. Dans la partie cytoplas-
mique du récepteur de la forme lon-
gue, chez ’'homme ou le lapin, trois
régions supplémentaires d’acides ami-
nés identiques (50-100 %) a ceux du
récepteur de I’hormone de croissance
ont été mises en évidence. Il est tout
a fait possible que ces régions de
similarité soient impliquées dans le
transfert du signal hormonal a I’inté-
rieur de la cellule.

Identification d’une plus
grande famille
de récepteurs

La famille qui comprend les récep-
teurs de la prolactine et de ’hormone
de croissance s’est récemment élargie.
En effet, il a été démontré que les
récepteurs de certains facteurs de
croissance comme l’interleukine-2
(p75 ou chalne B), 'interleukine-4,
I'interleukine-6, I’érythropoiétine et le
m/s n° 8, wol. 6, octobre 90
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Figure 2. Schéma de la structure du
récepteur de la prolactine. La région
transmembranaire est représentée en
noir. Le premier et le dernier acide
aminé de la protéine mature sont
numérotés ainsi que les acides aminés
délimitant la région transmembranaire.
Les cystéines et les sites potentiels de
glycosylation dans la région extracel-
lulaire sont indiqués.

GM-CSF (granolocyte-macrophage colony
stimulating  factor) présentent une
homologie avec les récepteurs de la
prolactine et I’hormone de croissance
[18-20]. Comme le montre la figure 4,
p. 783, ’homologie entre ces récep-
teurs est localisée dans les domaines
extracellulaires ou se lient leurs
ligands spécifiques. Il sera intéressant
d’analyser, dans I’avenir, s’il existe
des interactions entre ces facteurs de

croissance, ou s’il peut étre mis en
évidence des étapes communes dans
leurs mécanismes d’action.

Tests fonctionnels des récepteurs
Dans nos laboratoires, nous établis-
sons actuellement des tests fonction-
nels des récepteurs de la prolactine et
de I’hormone de croissance. Nous
utilisons deux approches : premiére-
ment, la transfection dans les cellu-
les reconnues comme cibles (cellules
de glande mammaire normale ou
tumorale pour la prolactine et cellu-
les hépatiques ou préadipocytaires
pour I’hormone de croissance). Les
réponses seront mesurées par la
quantification des protéines du lait,
comme les caséines pour la prolactine
et 'IGF-I pour I’hormone de crois-
sance. Nous devrions obtenir une
augmentation de la sensibilité a I’hor-
mone en provogquant une expression
accrue du récepteur.
Deuxiémement, nous réalisons dans
les cellules CHO la cotransfection de
I’ADN complémentaire du récepteur
et d’un geéne cible de la prolactine (-
lactoglobuline, B-caséine, parathyroid
related peptide (PRP)) ou de ’hormone
de croissance (IGF-I), qui est couplé
a un géne « traceur » comme celui
codant pour la chloramphénicol acé-
tyltransférase (CAT). Par cette appro-
che, nous espérons détecter une sti-
mulation du niveau de la transcription
des geénes sensibles aux hormones.
Le développement de ces tests fonc-
tionnels devrait nous permettre
d’identifier, par mutagenése dirigée
de PADNc des récepteurs des deux
hormones, la ou les région(s) impli-
quée(s) dans le mécanisme d’action
de ces hormones.

Régulation du niveau d’ARN mes-
sagers des récepteurs

Les niveaux de 'ARNm du récep-
teur de la prolactine du foie de rat
ont été étudiés au cours de I’onto-
genése et aprés stimulation par
Pcestradiol. L’ARNm est indétectable
par northern blot chez les animaux
hypophysectomisés, alors que ce mes-
sager est facilement détectable chez la
rate intacte [13]. L’ARNm du récep-
teur est également absent dans le foie
de feetus ou de nouveau-né, aug-
mente légérement a 1’4ge de 21 jours,
clairement a 40 jours aprés la

puberté et se stabilise jusqu’'a I'dge em——
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Figure 3. Structure comparée des récepteurs de la prolactine de forme
courte de rat, de forme longue de lapin, de rat et d’homme avec les
récepteurs de I’hormone de croissance de foie de lapin et d’homme, clo-
nés par le groupe de Genentech [15]. Les chiffres représentent le premier
acide aminé de la protéine mature, le dernier acide aminé de la région extra-
cellulaire et le dernier acide aminé du récepteur. Les régions de haute homo-
logie sont indiquées en rouge et d’homologie modérée, en rose foncé.

adulte (70 jours). Les niveaux des
récepteurs de la prolactine, mesurés
par analyses de Scatchard dans les
mémes échantillons de foie, montrent
une évolution presque identique a
celle des ARNm jusqu’a 40 jours,
ensuite seul le nombre de récepteurs
continue a augmenter [21].

Aprés une injection unique de valé-
rate d’cestradiol (I mg), on observe
une augmentation parallele de

ARNm du récepteur de la prolac-
tine et du nombre de récepteurs pen-
dant les trois premiers jours de trai-
tement ; ensuite, de nouveau, seul le
nombre de récepteurs augmente alors
que le niveau de ’ARNm se stabi-
lise. Ces résultats suggeérent une dou-
ble régulation des récepteurs de la
prolactine, au niveau de la transcrip-
tion du géne et aussi au niveau post-
transcriptionnel, soit sur la stabilisa-
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tion, soit sur la traduction du mes-
sage [21]. En ce qui concerne le
récepteur de ’hormone de croissance,
peu d’études ont été réalisées ; il
semble qu’au cours de la gestation,
le niveau de ’ARN messager aug-
mente d’environ deux fois [22, 23].

La protéine sérique de liaison de la
GH

L’équipe de William Wood (Genen-
tech, Californie) a fortement suggéré
que la protéine sérique de liaison de
I’hormone de croissance chez le lapin
et chez ’homme est en fait constituée
d’'un fragment du récepteur membra-
naire [15]. Dans la mesure ou il n’a
été identifié qu’une seule forme
d’ARN messager du récepteur de
I’hormone de croissance dans le foie
du lapin ou de I’homme, les auteurs
ont avancé ’hypothése que la pro-
téine de liaison circulante est produite
par protéolyse du récepteur. Plus
récemment, chez la souris [24] et
chez le rat [25], un ARN messager
spécifique de la protéine de liaison a
été identifié. Chez le rat, un ADN
complémentaire codant pour une
forme sécrétée du récepteur a été iso-
lée [25]. Ces résultats suggerent
qu’un épissage alternatif du géne du
récepteur pourrait étre responsable de
la production de cette protéine de
liaison circulante.

Structure des génes des récepteurs
Le récepteur de la prolactine chez le
rat est codé par un seul géne, d’une
longueur supérieure a 65 kb, consti-
tué d’au moins 11 exons [Banville et
al., manuscrit en préparation]. La
structure du géne du récepteur de
I’hormone de croissance est tout a
fait similaire. Il est constitué de
10 exons (> 87 kb) qui sont homo-
logues aux 10 premiers exons du
récepteur de la prolactine [26]. Par
épissage alternatif au niveau du 11¢
exon, deux formes du récepteur sont
produites (figure 3) chez le rat.

Localisation chromosomique des
génes des récepteurs

Les génes des récepteurs de la pro-
lactine et de I’hormone de croissance
sont situés sur le bras court du chro-
mosome 5 chez 'homme. Plus spé-
cifiquement, par hybridation in situ,
les geénes ont été localisés en
5p12-p13.1 [27] ou en 5p13-pl14 [28]
pour le récepteur de I’hormone de
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Figure 4. Structure comparée des récepteurs de la prolactine et de I’hor-
mone de croissance avec les récepteurs des différents facteurs de crois-
sance. h : humain ; m : murin ; PRL : prolactine ; GH : hormone de croissance ;
IL : interleukine ; GM-CSF : colony stimulating factor spécifique des lignées gra-
nulomonocytaires ; C;, C, Cj3 et C, : cystéines conservées ; ws et ws : aci-
des aminés tryptophane-sérine-x-tryptophane-sérine (wsxws) conservés.
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croissance et en 5p13-p14 [28] pour
le récepteur de la prolactine. Il est
intéressant de noter cette colocalisa-
tion chromosomique des génes des
deux récepteurs de la méme famille.

I Maladies génétiques

Le nanisme du type Laron est une
maladie génétique caractérisée par
une résistance a I’hormone de crois-
sance [29, 30]. Les patients atteints
de cette maladie ont un nanisme
classique avec un niveau circulant
d’IGF, bas malgré la présence d’un
niveau élevé de ’hormone de crois-
sance qui est biologiquement active.
Récemment, deux groupes ont mon-
tré indépendamment que cette mala-
die peut étre due a des mutations
ponctuelles dans le géne du récepteur
de ’hormone de croissance [26, 31].
Dans un cas, il s’agit d’'une mutation
ponctuelle qui provoque une seule
modification dans la structure nucléo-
tidique et se traduit par le rempla-
cement d’un acide aminé apolaire, la
phénylalanine en position 96, en un
acide aminé polaire, la sérine, dans
la partie extracellulaire du récepteur.
Cette région est hautement conservée
entre les récepteurs de ’hormone de
croissance et de la prolactine [31].
Dans l'autre exemple de l’analyse
génétique de cette maladie, une délé-
tion d’une grande partie du domaine
extracellulaire a été détectée [26].

I Conclusions

L’obtention des ADN complémentai-
res codant pour les récepteurs de la
prolactine et de ’hormone de crois-
sance représente une étape importante
dans I’étude de la structure et des
fonctions de ces récepteurs. A 1’aide
des anticorps polyclonaux et monoclo-
naux qui pourront étre obtenus a par-
tir de peptides synthétiques pour ces
deux récepteurs et en utilisant des
sondes nucléotidiques pour quantifier
les ARN messagers, nous pourrons
mieux comprendre la distribution et
la régulation de ces récepteurs. Par
ailleurs, les études de mutagenese diri-
gée des ADN complémentaires suivies
de la transfection dans des systémes
fonctionnels devraient permettre
d’identifier les domaines de ces deux
récepteurs impliqués dans leur méca-
nisme d’action W

Summary

The structure of prolactin and
growth hormone receptors is
now known

The cDNAs of the receptors for
the anterior pituitary hormones,
prolactin and growth hormone,
have been cloned and their pri-
mary structures have been dedu-
ced. They are single membrane-
spanning receptors that appear to
have originated from a common
ancestor. This receptor family has
recently expanded to include cer-
tain growth factor receptors. The
mechanism of signal transduction
of prolactin and growth hormone
is not known. Laron dwarfism
can, at least partially, be explain-
ed as a genetic defect resulting in
a modified receptor molecule inca-
pable of binding the hormone.
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m/s, n° 7, vol. 6, septembre 1990. Il
Sfallait lire page 645 : M.Y. Fiszman :
directeur de recherche a [’Inserm.
Il avait été omuis de préciser que D.
Libri (page 645) est boursier de I’Asso-
ciation Francaise des Myopathes.
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