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INTRODUCTION

L’hormone de croissance (GH) est synthétisée principalement par les cellules
somatotropes du lobe antérieur de I’hypophyse (Horvath et Kovacks, 1988). Une fois libérée
dans la circulation sanguine, elle va agir au niveau de ses tissus-cibles afin de générer ses
effets biologiques. Jusqu’aux années 1980, les connaissances de son mode d’action se
limitaient a la stimulation de la production de somatomédine C ou IGF-1 (« Insulin-like
Growth Factor ») au niveau du foie, son unique tissu-cible, afin d’induire la croissance et ses
effets métaboliques spécifiques. Ce n’est qu’en 1983 que la corrélation entre 1’effet
biologique de la GH et I’interaction avec un récepteur spécifique (GHR) présent au niveau de
la membrane plasmique des cellules-cibles a été démontrée (Gritching ef al., 1983) méme si
I’existence du GHR avait été montrée 10 ans auparavant (Tsushima et Friesen, 1973). A
partir de 13, la communauté scientifique a admis la corrélation entre les effets métaboliques
de I’hormone et son interaction avec son récepteur spécifique. L’action de la GH se traduit
par de nombreux effets pléiotropes sur la différenciation et la prolifération cellulaires, et le
métabolisme (Isaksson et al., 1985). Parmi ce dernier, les modifications du métabolisme
énergétique mitochondrial apparaissent fondamentales et régulent le controle de I’activité
respiratoire cellulaire (Maddaiah et al., 1970 ; Groves et al., 1972 ; Katkocin et al., 1979 ;
Clejan et al., 1980 ; Maddaiah et al., 1981 ; Maddaiah et Clejan, 1986). L’action de la GH
résulte de sa liaison & un dimére de GHR qui permet I’activation de molécules de
signalisation intracellulaire mettant en place plusieurs voies de transduction du signal dont
celle des Jak/STAT (« Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription »)
est privilégiée (pour revue, Herrington et Carter-Su, 2001).

En parallele a I’activation des voies de transduction du signal, le complexe GH-GHR;
est internalisé dans les compartiments cellulaires. L’implication des vésicules recouvertes de
clathrine a été rapportée dans la voie de dégradation lysosomale dépendante du systéme
ubiquitine-protéasome (Strous et al., 1996). Cependant, ’hormone ainsi que son récepteur
ont été localisés au niveau d’autres compartiments non impliqués dans la voie de dégradation
tels que le noyau, I’appareil de Golgi et les mitochondries (Lobie ef al., 1994 ; Mertani et al.,
1996, 2003). L’existence d’une autre voie d’internalisation, celle constituée par les cavéoles,
serait impliquée dans ce trafic intracellulaire (Lobie ef al., 1999). Les cavéoles induisent en
effet I’internalisation de la GH et de son récepteur dans des cellules CHO exprimant le GHR.
Elles sont caractérisées par leur enrichissement en une protéine particuliére, la cavéoline

(Rothberg et al., 1992). Une isoforme de cette protéine, la cavéoline-1 a été détectée
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récemment au niveau de la mitochondrie (Liu ef al., 2001). De par la présence de la GH et de
la cavéoline-1 dans cet organite, nous avons suspecté la voie des cavéoles comme
responsable de I’adressage de la GH aux mitochondries.

eme

Depuis leur découverte a la fin du XIX™™ siecle, la seule fonction attribuée aux
mitochondries était de subvenir aux besoins énergétiques de la cellule par la production
d’ATP. Au cours des années 1990, la découverte de pathologies impliquant des déficiences
mitochondriales, le controle exercé par les mitochondries sur les décisions de vie et de mort
cellulaire ont accru I’intérét porté a cet organite. La localisation particuliere de la GH au
niveau de la mitochondrie pose alors le probléeme de son mécanisme d’action au niveau de la
fonction mitochondriale.

Aprées une présentation générale de la GH, de son interaction avec le GHR, puis de la
transduction du signal, de I’internalisation et des effets de I’hormone qui résultent de la
formation du complexe hormone-récepteur, une vue rapide et globale de la fonction
mitochondriale sera indiquée. Les résultats sont présentés selon 3 articles et une discussion
générale prendra place afin d’analyser et de replacer dans le contexte cellulaire 1I’implication
de la GH et de son récepteur dans I’activité mitochondriale ainsi que le role joué par la voie

des cavéoles dans 1’adressage de la GH et/ou du GHR a la mitochondrie.
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I. HORMONE DE CROISSANCE

Un grand nombre d’hormones, facteurs nutritionnels et régulateurs cellulaires
contribuent a la régulation de la croissance et du développement des mammiféres ; cependant,
seule ’hormone de croissance (GH) stimule la croissance longitudinale osseuse d’une fagon
spécifique et dépendante de la dose de GH (Simpson et al., 1950 ; Cheek et Hill, 1974). C’est
en 1909 que Harvey Cushing a décrit les relations entre 1’hyperactivité hypophysaire et le
gigantisme, et entre 1’insuffisance hypophysaire et le nanisme. Par la suite, il a ét¢ démontré
que des extraits d’hypophyse antérieure bovine induisaient la croissance anormalement
¢levée chez le rat intact et qu’a I’inverse, I’hypophysectomie conduisait a son arrét (Evans et
Long, 1921). La molécule responsable, la GH, a été isolée pour la premicre fois en 1944 (Li
et Evans, 1944 ; Li et al., 1945), et la GH purifiée a permis la restauration de la croissance
chez les rats hypophysectomisés (Simpson et al.,, 1950). A partir de ces découvertes, un
véritable engouement pour 1’étude de cette hormone s’est mis en place et les GH humaine
(hGH), de singe (Li et Papkoft, 1956) et d’autres espéces ont été caractérisées. Il a alors été
possible de préciser sa structure, son géne, sa régulation, son mode d’action par interaction
avec un récepteur membranaire spécifique présent sur ses tissus-cibles (Gritching et al., 1983)

et ses effets biologiques.

I.1. L’hypophyse, lieu privilégié¢ de synthése de la GH

La GH est synthétisée, stockée et libérée par les cellules somatotropes du lobe
antérieur de I’hypophyse (Horvath et Kovacks, 1988). L’antéhypophyse est constituée de 5
populations cellulaires endocrines ayant des caractéristiques morphologiques propres
(Nakane, 1970). Les cellules somatotropes représentent environ 50% des cellules de lobe
antérieur chez I’homme, 40% chez le rat male adulte (Dada et al., 1984). Environ 10% du
poids sec de I’hypophyse est constitué¢ par la GH (Lewis, 1992). L’hétérogénéité de ces
cellules a été définie par des études immunocytologiques en microscopie €lectronique. Elle
est caractérisée au niveau des tailles des granules de sécrétion et de leurs morphologies. Les
cellules somatotropes sont divisées en 3 sous populations : le type I (70%) comprenant les
cellules constituées des granules de 350 nm de diametre, le type 11 (20%) de 150 a 350 nm de
diamétre et le type III de 150 nm de diametre (Takahashi, 1992). Les autre types cellulaires
endocrines constituant le lobe antérieur de 1’hypophyse sont les cellules gonadotropes

responsables de la sécrétion de la LH (« Luteinizing Hormone ») et de la FSH (« Folliculing
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Stimulating Hormone ») ; les cellules lactotropes de la PRL (« Prolactin ») ; les cellules
corticotropes de I’ACTH (« Adrenocorticotropin Hormone ») et la cellules thyréotropes de la
TSH (« Thyroid Stimulating Hormone »).

Il existe également des cellules a double potentialité pouvant exprimer et/ou
synthétiser 2 hormones. C’est le cas des cellules somatolactotropes qui cosynthétisent la GH
et la PRL (Frawley et al., 1985 ; Nickitovitch-Winer ef al., 1987 ; Frawley et Bookfor, 1991)
et qui, en réponse a différents stimuli et facteurs environnementaux se mettent a sécréter une
seule hormone (Frawley et Bookfor, 1991). Il a alors été supposé¢ que les cellules
somatotropes et lactotropes dérivaient d’une méme souche cellulaire (Borelli et al., 1989).
D’autres cellules ayant le méme type de caractéristiques ont ensuite été découvertes,
exprimant a la fois la PRL et la TSH, la GH et la TSH, les LH/FSH et la GH (Losinski et al.,
1989 ; Childs et al., 1994a, b ; Seuntjens et al., 2002a, b).

1.2. Du géne a ’hormone

1.2.1. Le géne de la GH

Le gene de la hGH est localisé dans un groupe de 5 génes apparentés structurellement
et fonctionnellement. Deux génes de hGH, hGH-N (Normal) ou « hGH vraie » et hGH-V
(Variant), et 3 génes de ’hormone lactogene placentaire (PL), constituent ce groupe couvrant
environ 66 kpb du bras long du chromosome 17 chez ’homme (Chen et al., 1989) (Figure 1).
Le groupe de geénes GH-PL est supposé avoir évolué a partir d’un géne ancestral de plus de
350 millions d’années, expliquant la présence de ces deux hormones chez tous les vertébrés
terrestres. Cette évolution s’est effectuée selon un processus impliquant des duplications de
genes au moment de 1’expansion des mammiferes (Miller et Eberhardt, 1983 ; Rand-Weaver
et al., 1993), I'insertion d’¢léments régulateurs de génes, et au moins un événement de
conversion génique. Ces 5 genes possedent plus de 92% d’homologie dans leur séquence
nucléotidique et présentent une architecture génique identique (Figure 1).

Il existe 2 isoformes de hGH-N de 20 et 22 kDa dont les messagers sont
générés par les cellules somatotropes du lobe antérieur de 1’hypophyse selon un processus

d’épissage différentiel du transcrit primaire (Figure 1).
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Figure 1 : Biosynthése de la GH humaine

Représentation schématique du géne codant pour la GH humaine, de sa transcription et de sa
traduction. La GH de 22 kDa résulte d’'une traduction compléte de 'ARNm et représente la forme
majoritairement synthétisée par les cellules somatotropes de I’hypophyse, alors que le variant de 20
kDa, constituant une forme trés minoritaire, résulte de I'épissage alternatif de I'exon 3.
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La hGH-N de 22 kDa représente la forme majeure de ’hormone exprimée et constitue
90% des ARNm codant pour la GH dans I’hypophyse. La forme de 20 kDa est identique a
celle de 22 kDa, délétée des résidus aminés 32-46 de ’exon 2. Le géne hGH-V quant a lui est
transcrit puis exprimé par le placenta ou le produit protéique de 22 kDa est sécrété durant la

gestation.

La comparaison des séquences nucléotidiques et en acides aminés de la GH indique
une homologie de séquence entre la GH et le PL chez ’homme (87%) supérieure a celle
d’autres especes (65-73% d’homologie de séquence entre les génes de la GH et du PL chez le
porc, le bovin, I’ovin, le cheval et le murin). Malgré cette similarité, hPL ne posséde pas plus
de 1% du potentiel de la hGH pour induire la croissance. L’homologie entre la GH et les
membres de la famille de la PRL est considérablement plus basse (environ 27% d’identité de
séquence nucléotidique). La GH de primate, au contraire de la GH d’autres espéces, peut se
lier au récepteur humain de la GH. Sous certaines conditions, la hGH peut également se lier

et activer le récepteur de la PRL chez le rat.

1.2.2. La structure de la GH

La GH est synthétisée par les cellules somatotropes sous la forme d’une pré-hormone
contenant un peptide signal hydrophobe de 26 acides aminés a 1’extrémité N-terminale qui
est supprimé lors de la sécrétion (Seeburg et al., 1977 ; Martial et al., 1979 ; Seeburg, 1982).
La hGH-N mature de 22 kDa, polypeptide composé d’une seule chaine non-glycosylée de
191 acides aminés (Li et Dixon, 1971 ; Niall et al., 1971), est I'isoforme la plus abondante de
hGH plasmatique (elle représente 90% de la hGH dans le sang). Chez I’homme, sa demie-vie
est d’environ 25 minutes. Des ponts disulfures entrent également dans la composition de la
hGH entre les résidus Cys35 et Cys165, Cys182 et Cys189 ; permettant la formation d’une
grande et d’une petite boucle. Chez le rat, la GH est composée de 190 acides aminés

(Seeburg et al., 1977).

La structure tridimensionnelle de la GH hypophysaire de 22 kDa de mammifere a été
déterminée par cristallographie (Figure 2). Cette analyse révele une protéine globulaire
asymétrique ou 4 hélices a anti-parall¢les sont chacune composée de 21-30 acides aminés.
Ces hélices sont reliées entre elles par des segments flexibles impliqués dans la liaison aux

récepteurs. L’interface des hélices 1 et 4 constituent le site 1 de liaison de haute affinité
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représentant plus de 85% de I’activité totale de liaison a son récepteur, alors que les résidus
de 'extrémité N-terminale et des hélices 1 et 3 composent le site 2 de plus faible affinité qui
ne possede que 8% de I’activité de liaison au premier récepteur (de Vos et al., 1992 ; Thomas,
1998). Le cceur central de la molécule de GH est composé d’environ 20 acides aminés

hydrophobes. Des groupes plus petits de résidus aminés stabilisent les 4 hélices a.

Figure 2 : Structure tridimensionnelle de la GH humaine

La GH est une protéine globulaire asymétrique composée de 4 hélices a anti-
paralléles numérotées de 1 a 4. Les sites de liaison 1 et 2 de forte et faible affinité
sont représentés par les disques jaunes translucides.

1.3. Expression ectopique de la GH

L’expression non hypophysaire de la GH de 22 kDa a été suspectée a la fin des
années 80, au niveau des cellules syncytiotrophoblastiques du placenta (Frankenne et al.,
1987). Depuis, la GH est de plus en plus considérée comme une cytokine exercant des
fonctions autocrines et/ou paracrines. Elle est synthétisée par le systéme nerveux central

(Selman et al., 1994 ; Gossard et al., 1987), le systéeme immunitaire (Weigent et al., 1988 ;
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Recher et al., 2001), le systeme reproducteur (Untergasser et al., 1997), la glande mammaire
(Mol et al., 1995 ; Raccurt et al., 2002), les fibroblastes (Palmetshofer et al., 1995) et
I’embryon (Binder et al., 1994 ; Recher et al., 2001).

1.4. La sécrétion de la GH

La GH est stockée dans les granules de sécrétion des cellules somatotropes jusqu’a ce
qu’un signal de sécrétion conduisant a une entrée de Ca®* dans la cellule obtenue par une
augmentation d’AMPc stimule la sécrétion de I’hormone. La libération de GH par les cellules
somatotropes a lieu d’une manicre pulsatile chez toutes les espéces (Jansson et al., 1985 ;
MacLeod et al., 1991) et est sujette a un controle neuroendocrine différent en fonction du

sexe et de ’espece (Figure 3).

1.4.1. Rythme sécrétoire de la GH

Chez le jeune adulte, la GH est sécrétée selon un cycle circadien sur une période de
24 heures, caractérisé par une sécrétion nocturne plus importante quelque soit le moment de
I’entrée en phase de sommeil. Cependant, la libération de GH est facilitée lorsque les phases
de sommeil lent coincident avec le pic circadien normal. Les deux sexes voient leur
fréquence pulsatile augmentée durant les heures nocturnes. Chez I’homme, le rythme
ultradien se traduit par 4 a 5 pics journaliers, les plus importants s’établissant lors des
premiéres heures de sommeil. Chez la femme, les concentrations sériques moyennes sont
plus ¢élevées que chez I’homme avec des pics de sécrétion beaucoup plus fréquents. Les
différences sexuelles dans les profils de GH plasmatique sont plus manifestes chez les
rongeurs. IIs entrainent des différences marquées dans la signalisation intracellulaire induite
par la GH et dans le pattern d’expression génique dans le foie en fonction du sexe.

Chez ’'Homme, la sécrétion de GH s’effectue tout au long de la vie (Rudman et al.,
1981), mais décline avec 1’age chez les deux sexes (Corpas et al., 1993) se traduisant par une
diminution de ’amplitude des pics sans perturbation de leur fréquence (Martin et al., 1997).
Cette diminution hormonale conduit a une augmentation de la masse graisseuse corporelle
corrélée a une réduction de la masse musculaire, de la masse osseuse et de la synthése
protéique (D’Costa et al., 1993) associ¢es a une diminution de la production d’un facteur
hormonal synthétisé¢ par le foie sous le controle de la GH, I'IGF-1 (« Insulin-like Growth

Factor-1 »).
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1.4.2. Régulation de la sécrétion de la GH

La sécrétion de GH est contrélée principalement par I’action opposée de deux hormones
stimulant la sécrétion de GH, la GHRH (« Growth Hormone Releasing Hormone ») et la
ghréline, et un peptide hypothalamique, la somatostatine (SS) inhibant sa libération et qui
aide a I’établissement de I’amplitude et de la fréquence des pulses (Tuggle et Trenkle, 1996)
(Figure 3).

La régulation positive de la synthese de la hGH a lieu au niveau de la stimulation de
la transcription du gene hGH-N par la GHRH, peptide hypothalamique libéré dans le systeme
porte hypothalamo-hypophysaire (Bloch ef al., 1983, 1984 ; Barinaga et al., 1985 ; Morel et
al., 1989). Elle est produite par les neurones du noyau arqué de 1’hypothalamus sous forme
d’un peptide de 44 acides aminés. Ce dernier se lie et active un récepteur qui lui est
spécifique situé a la surface des cellules somatotropes hypophysaires (Morel ef al., 1999). Ce
récepteur est couplé a une protéine G et son activation par la GHRH induit une augmentation
de I’AMPc intracellulaire conduisant a ’ouverture des canaux calciques responsables de
I’exocytose des granules de sécrétion contenant la GH (Barinaga et al, 1983). L’AMPc
active en retour la protéine kinase A, conduisant a une augmentation de la concentration de
Pit-1 dans la cellule somatotrope. Pit-1 est un membre de la famille des facteurs de
transcription a homéodomaines POU et se lie a 2 sites de liaison présents dans le promoteur
proximal du géne hGH-N. Ainsi, la transcription du gene de hGH-N stimulée par la GHRH
est dépendante de Pit-1 (Mayo et al., 2000).

La ghréline est un polypeptide produit par la muqueuse gastrique et I’hypothalamus
(pour revue, Rosicka et al., 2002) qui induit, suite a son interaction avec le récepteur
sécrétagogue de la GH (GHsR), I’augmentation des taux de Ca®" au niveau des cellules
somatotropes (Figure 3). Elle agit en synergie avec la production d’AMPc obtenue en

réponse a la GHRH pour stimuler la sécrétion hypophysaire de GH.
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Figure 3 : Représentation schématique de la sécrétion de la GH et de sa régulation

La somatostatine et la GHRH (« Growth Hormone-Releasing Hormone ») produites par
I’hypothalamus se contrélent 'une I'autre par des connexions synaptiques directes. Elles régulent
la sécrétion de la GH au niveau des cellules somatotropes de I'hypophyse antérieure. La GH
stimule la sécrétion d'IGF-1 (« Insulin-like Growth Factor ») au niveau de ces cellules-cibles afin
de générer une boucle de rétrocontrole négatif, puis par liaison a son récepteur présent sur ses
cellules-cibles, induit la sécrétion paracrine ou endocrine d’'lGF-1 de fagon a réguler négativement
la sécrétion de I'hormone selon une grande boucle de rétrocontrole négatif. La ghréline, libérée
par 'estomac est supposée agir directement au niveau des cellules somatotropes. La leptine,
hormone sécrétée par le tissu adipeux, est libérée dans la circulation et induit une stimulation de la
sécrétion de GH lors de I'état de je(ine en régulant négativement la somatostatine (d’apres, Cheek
et Hill, 1974; Kopchick et Andry, 2000).
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La sécrétion de GH peut également étre régulée par la leptine, hormone peptidique
sécrétée par le tissu adipeux impliquée dans la sensation de satiét¢ (Campfield et al., 1995 ;
Halaas et al., 1995 ; Pelleymounter et al., 1995), par I'intermédiaire de ses effets exercés sur
les activités de la GHRH et de la SS (Figure 3). La leptine constitue un signal majeur du tissu
adipeux responsable de I’influence du statut nutritionnel sur la sécrétion de GH. En effet, elle
induit une augmentation de ’amplitude de la sécrétion de GH lors de 1’état de jetine (Carro et
al., 1997).

En revanche, la sécrétion de hGH-N au niveau de la cellule somatotrope est
directement inhibée par la SS, protéine de 28 ou 14 acides aminés, synthétisée par les noyaux

péri- et para-ventriculaires de I’hypothalamus (Figures 3, 4).
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Figure 4 : Régulation de la sécrétion de la GH
(d'apres Giustina et Veldhui, 1998)
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La GH est libérée dans le systeme porte hypothalamo-hypophysaire (Epelbaum et al.,
1977) et active d’'une maniére spécifique un récepteur couplé a une protéine G situé sur la
membrane plasmique des cellules somatotropes (Brazeau et al, 1973). La liaison a son
récepteur conduit & une diminution des taux d’AMPc intracellulaires bloquant de ce fait
I’arrivée consécutive de calcium dans la cellule (Reichlin, 1983 ; Reisine et Bell, 1995).
Cependant, son mode d’action est assez complexe. Elle implique une interaction réciproque
et constante au niveau de ’hypophyse et de I’hypothalamus entre la GHRH, les hormones
circulantes et d’autres peptides modulatoires additionnels tels que I’acétylcholine, les
monoamines (dopamine, sérotonine, noradrénaline, adrénaline), I’acides gamma amino-
butirique (GABA), DI’histamine, le peptide intestinal vasoactif (VIP), la galanine, le
neuropeptide Y, ’angiotensine II, la « thyrotropin-releasing hormone » (TRH) (Advis et al.,
1981 ; Frohman et al., 1992 ; Bluet-Pajot et al., 1993 ; Morel, 1994 ; pour revue, Giustina et
Veldhui, 1998) (Figure 4).

Les stéroides gonadiques jouent un role important dans la modulation des patterns
sécrétoires de GH, les cestrogénes agissant au niveau hypothalamique afin d’induire des
pulses de sécrétion plus fréquents. L’intervention de ces stéroides sexuels conduit a la mise
en place de profils de GH plasmatique dépendants du sexe chez plusieurs especes,

notamment chez ’Homme.

Le rétrocontrdle négatif de la libération de la GH est induit par ’hormone elle-méme
et par 'IGF-1 qui voit son expression stimulée dans le foie mais aussi dans de nombreux
autres tissus. Lorsque des animaux hypophysectomisés sont traités avec la GH, une
augmentation de I’expression du géne de I'IGF-1 est observée dans le foie, le pancréas, le
muscle, I’intestin, la rein, le cerveau et le tissu adipeux (Roberts ef al., 1987). Ceci a conduit
les investigateurs a conclure a une synthése tissulaire d’IGF-1 en réponse a la GH. Les effets
directs de la GH sur I’hypothalamus agissent par des boucles de rétro-action courtes, alors
que ceux induits par 'IGF-1 et autres facteurs circulants influencés par la GH, tels que les
acides gras libres et le glucose, impliquent des systémes d’action beaucoup plus longs. Le
rétrocontrole de la sécrétion de la GH engage alors de nombreux facteurs qui sont activés en
fonction des besoins cellulaires et de 1’état physiologique tels que I’age, le sexe, la gestation,
la nutrition, ’exercice physique (Hartman ef al., 1993 ; Dieguez et Casanueva, 1995 ; pour

revue, Giustina et Veldhui, 1998).
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Une fois libérée dans le sang, la GH agit au niveau de ses tissus-cibles par
I’intermédiaire d’un récepteur qui lui est spécifique ancré dans la membrane plasmique des

cellules concernées.

II. LE RECEPTEUR DE L’HORMONE DE CROISSANCE

I1.1. Le récepteur de I’hormone de croissance est un récepteur de cytokine

Le récepteur de la GH (GHR) fait partie de la super famille des récepteurs des
cytokines (Cosman et al., 1990 ; Ihle et al, 1995) dont I’appartenance est basée sur des
similarités mécanistiques et structurelles. En I’occurrence, ce sont des glycoprotéines a un
seul domaine transmembranaire dépourvues d’activité tyrosine kinase intrinséque. Le GHR a
¢été¢ le premier membre identifi¢ de la classe I, auquel ont été adjoints par la suite les
récepteurs de la PRL (prolactine), Ob (leptine), EPO (érythropoiétine), CNTF (« Ciliary
Neurotrophic  Factor »), la thrombopoiétine, GM-CSF (« Granulocyte-Macrophage
Stimulatory Factor »), TNFa (« Tumor Necrosis Factor alpha»), LIF (« Leukaemia
Inhibitory Factor »), oncostatine, I1-2 (« Interleukine-2 »), -7, -9, -11, -12, -15 (Bazan, 1989 ;
Cosman et al, 1990 ; Cosman, 1993 ; Kitamura et al, 1994). Cette classe renferme
¢galement les sous unités d’autres récepteurs, telles que la chaine a du récepteur de 11-12 et
du récepteur de 1I-3 (O’shea ef al., 1997). La classe 11 quant a elle regroupe les récepteurs des
IFN (« Interferon ») et les sous unités de récepteurs dont la protéine gp130, la sous unité  du
récepteur de LIF, la chaine y du récepteur de IL-2 et B du récepteur de IL-3 ainsi que les sous
unités a et B des récepteurs de 'IFN-y (« Interferon gamma ») et de I’II-10 (Kitamura ef al.,
1994).

L’existence d’un récepteur pour la GH a été montrée pour la premicre fois chez le
lapin par Tsushima et Friesen en 1973, puis sa purification et sa caractérisation
physicochimique ont été rapportées en 1979 par Waters et Friesen. La corrélation entre I’effet
biologique de la GH et I’interaction avec son récepteur a été démontrée dés 1983 sur des
cultures d’adipocytes (Grichting et al., 1983). Le séquencage de la protéine et le clonage de
sa séquence ont été réalisés pour la premicre fois chez le lapin (Leung et al., 1987), puis chez
d’autres espéces telles que I’homme (Godowski et al, 1989 ; Zou et al, 1997), le rat
(Mathews et al., 1989), la souris (Smith et al., 1989 ; Menon et al., 1995 ), le bovin (Hauser
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et al., 1990), le porc (Cioffi et al., 1990 ; Bingham et al.,, 1994), le mouton (Adams et al.,
1990) et le poulet (Burnside et al., 1991).

Le géne codant pour le GHR humain contient 9 exons répartis sur 87 kb du
chromosome 5 (Godowski et al., 1989). L’ADNc du GHR code pour une protéine native de
638 acides aminés contenant un peptide signal de 18 acides aminés a son extrémité N-
terminale. Le GHR humain mature se présente sous la forme d’une chaine glycoprotéique
unique de 620 acides aminés, constituée d’un domaine extracellulaire de 246 acides aminés,
d’un seul domaine transmembranaire de 24 acides aminés et d’un domaine intracellulaire de
350 acides aminés impliqué dans la transduction du signal (Leung et al., 1987). Le poids
moléculaire du GHR calculé a partir de cette séquence d’acides aminés est de 70 kDa,
cependant, la masse réelle est comprise entre 100 et 130 kDa (Leung et al., 1987 ; Spencer et
al., 1988, 1990) en fonction du degré des modifications post-traductionnelles telles que la

glycosylation et les liaisons multiples a une protéine particuliere, I’'ubiquitine (cf. §IV.1.2).

I1.2. La structure du GHR (Figure 5)

11.2.1. Domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire du GHR constitue le site de liaison spécifique du ligand, la
GH. La structure de la région extracellulaire du GHR a été déterminée par cristallographie
aux rayons X (de Vos et al., 1992). Ce domaine est subdivisé¢ en 2 sous domaines : le
domaine I, N-terminal, situé entre les acides aminés 1 et 123 et le domaine II, C-terminal
localisé entre les acides aminés 128 et 238, reliés entre eux par une région charniere
composée de 4 acides aminés. Chacun de ces sous domaines est composé de 7 brins 3
organisés en 2 feuillets 3 antiparalléles.

Ces sous domaines sont bien conservés entre les membres de la premiére classe des
récepteurs des cytokines puisqu’il existe entre eux une homologie de séquence comprise
entre 14 et 44% (Bazan, 1989 ; Patthy, 1990). Le sous domaine I posseéde 5 sites potentiels de
N-glycosylation et 7 résidus cystéine dont 6 d’entre eux contribuent a la constitution de 3
ponts disulfures (Cys38-Cys48, Cys83-Cys94, Cysl08-Cysl122) (Leung et al., 1987)
entrainant une stabilité a I’ensemble du domaine extracellulaire. Cette derniere est renforcée
par la présence de liaisons hydrogene entre Arg43 et Glul69 et d’un pont salin entre Arg39 et
Argl23. Le premier pont disulfure interagit avec la GH via des interactions électrostatiques

et hydrophobes. Le sous domaine II comprend un motif bien conservé impliqué dans la
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liaison du ligand de type WSXWS (trp, ser, X, trp, ser) ou YXXFS chez les mammiféres
(YGEEFS pour le GHR). Les deux sous domaines sont liés par un pont salin (de Vos et al.,
1992).

Il existe une forme soluble du GHR, la GHBP ou « Growth Hormone Binding
Protein ». Elle est différenticllement générée parmi les espéces puisqu’elle résulte de
I’épissage alternatif du géne codant pour le GHR chez les rongeurs (rat, souris) (Baumbach,
1989) avec addition d’une queue hydrophobe dans la partie C-terminale ; ou de la protéolyse
de la forme liée a la membrane plasmique chez les autres especes (Smith er al., 1989). Le
clivage protéolytique est catalysé par une métalloprotéase récemment identifiée appelée
enzyme de conversion du TNFa (TACE ou ADAM-17) (Zhang et al., 2000 ; Baumann et
Frank, 2002). La GHBP est par conséquent identique au domaine extracellulaire du GHR
lorsqu’elle est générée par protéolyse. Son véritable role physiologique est encore mal connu
méme si elle lie la GH avec une forte affinité. Jusqu’a 60% de la GH plasmatique est liée a la
GHBP, créant ainsi un réservoir circulant de GH, permettant de prolonger la demi-vie de
I’hormone en la protégeant de la dégradation et en diminuant son taux de clairance (Baumann
et al., 1988 ; Clark et al., 1996 ; Lobie et Waxman, 2003). Elle améliorerait par conséquent
’activité biologique de ’hormone in vivo et agirait comme régulateur négatif des effets de la

GH par compétition avec le GHR pour la liaison de la GH (Mannor ef al., 1991).

11.2.2. Domaine intracellulaire

Ses principales caractéristiques partagées avec les autres membres de la super famille
des récepteurs des cytokines sont ’absence de séquence tyrosine kinase, I’existence de 2
courts domaines particuliers riches en proline appelés boite 1 et boite 2 (Bazan, 1989 ; Patthy,
1990), et la présence de résidus tyrosine, chacun étant phosphorylé suite a I’activation du
récepteur par le ligand.

La boite 1, représentant le motif le mieux connu, est située dans la région du domaine
cytoplasmique proche de la membrane (Smit ef al., 1999) entre les résidus 297 et 311, apres
les 20 premiers acides aminés du domaine intracellulaire. Elle représente le site de liaison a
une protéine de la famille des Janus tyrosine kinases (Jak) nommée Jak2 pour le GHR (Wilks
et Harpur, 1994) dont I’interaction permet 1’activation de la plupart des voies de transduction
du signal induites par la GH (Goujon et al., 1994 ; VanderKuur et al., 1994 ; Frank et al.,
1995) (cf- §11I).
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Figure 5 : Structure primaire du GHR de rat

Le domaine extracellulaire est divisé en deux sous domaines (I et Il) reliés entre eux par une région
charniere. Le sous domaine Il semble s’arréter au niveau du résidu 238 (De Vos et al., 1992)
d’aprés les études réalisées sur la GHBP (« Growth Hormone Binding Protein »). Le résidu Cys241
serait impliqué dans la formation d’'un dimere de GHR stabilisé par des ponts disulfure (Goldsmith et
al., 1997). Le domaine intracellulaire contient 2 motifs particuliers, la boite 1 impliquée dans la
liasison du GHR avec une protéine kinase (Wilks et Harpur, 1994) et la boite 2 contenant le résidu
responsable de la conjugaison de I'ubiquitine au GHR (Govers et al., 1999). Ce domaine présente
également de nombreux sites de phosphorylation constitués par les résidus tyrosine (Y) (Bazan,

1989; Patthy, 1990).

De ce fait, la boite 1 représente un point critique pour la plupart des fonctions cellulaires

stimulées par la GH (Goujon et al., 1994 ; VanderKuur et al., 1994 ; Wang et al., 1994 ;

34




Frank et al., 1995) mais nécessite la mise a disposition d’autres résidus situés plus en aval du
domaine.

En effet, un récepteur privé de son domaine C-terminal, toujours capable d’interagir
avec Jak2, ne peut activer des molécules de signalisation majeures, notamment STAT-5
« Signal Transducer and Activator of Transcription » (Argetsinger et al., 1996). La mutation
des résidus proline de la boite 1 en alanine empéche la transduction du signal induite par la
GH, tout comme une délétion compléte de cette région (Goujon et al., 1994). Les résidus
tyrosine 333 et 338, phosphorylés en réponse a la GH sembleraient participer au recrutement
de certaines molécules de signalisation contenant des domaines SH2, spécifiques de la

signalisation induite par la GH (Vanderkuur et al., 1995).

La boite 2 est moins bien définie et n’est conservée que chez 50% des membres de la
famille des récepteurs des cytokines. Elle est située environ a 30 acides aminés en aval de la
boite 1 et comprend une quinzaine de résidus. Elle débute par un ensemble de résidus
hydrophobes et se termine par 1 ou 2 acides aminés chargés positivement (Jans ef al., 1998).

Plusieurs motifs, appelés codes d’endocytose ou signaux d’internalisation, sont
nécessaire a I’internalisation efficace des récepteurs des cytokines (Trowbridge et al., 1993 ;
Kirchhausen ef al., 1997). Un résidu particulier impliqué dans le processus d’internalisation a
été identifi¢ par I’équipe de Nielsen en 1995. 11 s’agit du résidu F346 chez le rat (Allevato et
al., 1995) ou F327 chez le lapin (Govers et al., 1997). Les études qui ont suivi ont permis
d’inclure ce résidu dans un motif particulier nommé UbE pour « ubiquitin-dependent
endocytosis » dont la séquence comprend 10 acides aminés : **’DSWVEFIELD?®' (Govers et
al., 1999). L’équipe de Strous a permis de mettre en évidence 1’implication de ce domaine
dans la liaison du récepteur a I’ubiquitine, une protéine impliquée dans les processus
d’internalisation (Govers et al., 1999). Aussi, la présence de 7 tétrapeptides est envisagée
dans la structure primaire du GHR de rat pour adopter une configuration particuliére appelée
« B-turn » (Chou et Fasman, 1978), dont I’existence a été démontrée dans la structure du
récepteur de la prolactine de rat (Vincent et al, 1997). En effet, une premiére configuration
serait envisagée et se terminerait par 2 résidus leucine adjacents : Asp311-Pro312-Asp313-
Leu314-Leu315. Trois autres configurations « B-turn » seraient positionnées entre les résidus
330 et 344 faisant partie d’une région contigué au résidu F346 (Vleurick et al., 1999).

Une séquence supposée de localisation nucléaire (NLS pour « Nuclear Localisation
Sequence ») a été proposée pour le GHR humain dont le motif caractéristique est

VRVRSRQRN (Jans et al., 1998). En effet, une forme de récepteur dépourvue du résidu 255
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ne présente pas de NLS supposée et ne se retrouve pas dans le noyau. Cependant, la forme
soluble du GHR, la GHBP, peut s’accumuler dans le compartiment nucléaire alors que sa
séquence ne présente pas de NLS (Graichen et al., 2003). Depuis, aucune étude n’a corroboré
la présence de cette NLS au niveau du GHR.

En plus de ces motifs, le GHR posséde 19 sites potentiels de conjugaison a
I’ubiquitine, constitués par des résidus lysine, un résidu pouvant lier plusieurs motifs
d’ubiquitine. La partie N-terminale du récepteur contient également un certain nombre de

résidus tyrosine susceptibles d’étre phosphorylés suite a la liaison de la GH a son récepteur.

Afin d’exercer ses effets sur ses tissu-cibles, la GH se lie a son récepteur d’une
maniere séquentielle induisant la formation d’un complexe GH-GHR; initiateur de la

transduction intracellulaire du signal.

ITII. LA TRANSDUCTION DU SIGNAL INDUITE PAR LA GH

II1.1. Dimérisation du GHR

Afin de pallier ’absence d’activité tyrosine kinase intrinséque, le récepteur de la GH
est li¢ de fagon constitutive a une protéine tyrosine kinase Jak2 (cf. §II1.2) (Franck et al.,
1994a). Cette interaction, découverte également pour d’autres membres de cette famille de
récepteurs, nécessite la présence d’une région proche de la membrane riche en résidus proline,
la boite 1. Cependant, malgré cette association indépendante du ligand, diverses études ont
montré que I’interaction entre Jak2 et le GHR est améliorée en présence de GH (Argetsinger
et al., 1993 ; Franck et al., 1994b). L’augmentation de cette interaction refléterait la capacité
du ligand a induire un changement structurel dans 1’organisation ou I’orientation du domaine
extracellulaire du GHR conférant au domaine cytoplasmique la capacité de lier Jak2 avec une
meilleure affinité et productivité.

Cependant, I’homodimérisation elle-méme du GHR ne suffit pas pour activer la
transduction du signal puisque I’administration d’anticorps dirigés contre le domaine
extracellulaire du GHR provoque la dimérisation du GHR mais échoue dans I’induction de la
transduction du signal (Rowlinson et al., 1998). Avec un anticorps dirigé contre la région
charniére située entre les 2 sous domaines du domaine extracellulaire (Mellado et al., 1997),

un changement de conformation a été mis en évidence suite a la liaison du ligand. La
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reconnaissance du GHR par cet anticorps est améliorée aprés liaison de la GH, mais pas
lorsqu’un antagoniste de la GH, le GH-G120R (obtenu par mutation ponctuelle du résidu
glycine de la hGH en arginine), comprenant un seul site de liaison au GHR, est utilisé
(Mellado et al., 1997). Récemment, Ross et al. (2001) ont démontré une augmentation du
nombre de sites de liaison pour la GH suite a une incubation avec un anticorps monoclonal
dirigé contre le sous domaine II, probablement en empéchant la formation du dimere. Une
augmentation similaire a été observée lorsque ’antagoniste monovalent B2036 était utilisé.
Les auteurs ont suggéré la liaison de I’antagoniste a un homodimeére préformé en I’absence
d’anticorps monoclonal.

Jusqu’a présent, seule la structure du complexe GH-GHR; a pu étre mise en évidence
(de Vos et al., 1992). Toutefois, I’'idée prédominante favorisait I’hypothése selon laquelle la
GH initiait la dimérisation, au vu de mesures obtenues sur des systémes de culture cellulaire
ou l’action de la GH dépendait de sa concentration (Fuh et al., 1992). Le modele
généralement admis postule qu’une molécule de GH se lie dans un premier temps sur un
premier récepteur via son site 1 de haute affinité, puis un second récepteur est recruté et la
GH s’y associe via son site 2 de plus faible affinité (Figure 6). Le complexe ainsi établi est

capable d’initier la transduction du signal et d’étre internalisé.

Figure 6 : Modéle de la hGH complexée a ses récepteurs

Les deux molécules de hGHR utilisent les mémes déterminants afin de reconnaitre sites
de liaison de la GH de différentes affinités (de Vos et al., 1992).
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L’équipe de Frank (1994a) a observé dans plusieurs lignées cellulaires la formation
d’un homodimere de GHR induite par la GH détectable uniquement dans des conditions non
dénaturantes (Frank et al., 1994a ; Goldsmith et al., 1997 ; Zhang et al., 1999a, 2001). Cette
forme de GHR liée par des ponts disulfures s’annule lorsque le résidu Cys241 proche de la
membrane plasmique est muté. Ce résidu cystéine est hautement conservé parmi les especes.
Son rdle est encore incertain, mais les premiers résultats suggerent qu’un dimere de GHR lié
par un pont disulfure bénéficierait d’un trafic intracellulaire différent d’un dimeére de GHR
dépourvu de cette liaison covalente en réponse a la GH (Goldsmith ez al., 1997).

Alors que I’état de dimérisation est important pour ’endocytose dépendante de
I’'ubiquitine, protéine impliquée dans le processus d’internalisation (cf. §IV.1.1), la
dimérisation aurait probablement lieu dans le réticulum endoplasmique (Figure 7). Comme
pour la plupart des complexes multiprotéiques, le réticulum endoplasmique offre le meilleur
environnement pour la formation de dimeres par la présence de protéines chaperonnes a de
hautes concentrations. De plus, durant ou immédiatement apres la translocation dans la
lumiere du réticulum endoplasmique, les concentrations locales de GHR sont
vraisemblablement élevées puisque un polyribosome programmé pour traduire un ARNm
codant pour un unique GHR insére de multiples précurseurs de GHR adjacents dans la
membrane du réticulum endoplasmique (Palade, 1975). Une fois dimérisés, il semblerait que
les GHR restent associé¢s pendant le transport vers la membrane cellulaire. La présence de ces
dimeres a la surface cellulaire offre une plus grande rapidité dans la mise en place de la
transduction du signal. Premiérement, comme la liaison de la GH est supposée étre
séquentielle (Cunningham et al., 1991), le recrutement d’un deuxicme GHR est réalisée
efficacement, sans perte de temps. Deuxiemement, de basses concentrations de ligand
seraient toujours capables d’initier la signalisation du GHR, ce qui est particuliérement
avantageux pour les cellules présentant de faibles taux de GHR. La structure
cristallographique a montré que le complexe ternaire GH-GHR; est stabilisé par I’interaction
entre les deux récepteurs adjacents via le sous domaine II de chaque domaine extracellulaire
(de Vos et al., 1992) dans une région assez vaste dénommée interface d’interaction. Cette
interface inclut 6 ponts intermoléculaires entre les 2 domaines extracellulaires et occupe 500
A%, comparé aux surfaces qui sont d’environ de 1230 A” pour ’interaction du site 1 de la GH
au premier GHR et de 900 A pour celle du site 2 de la GH au deuxiéme GHR. Initialement,
cette interaction était supposée avoir pour but de stabiliser la liaison du second récepteur au

complexe (Cunningham et Wells, 1993 ; Wells et al., 1993).
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Liaison de la GH
au dimeére de GHR

Activation de Jak2
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Insertion du GHR Réticulum endoplasmique

nouvellement synthéti

Figure 7 : Modele d’homodimérisation du GHR indépendante du ligand

Dans le réticulum endoplasmique, la dimérisation des GHR endoplasmique est assistée de
protéines chaperonnes ( @ ). Elle débute par l'interaction des sous domaines Il puis est
stabilisée par linteraction des domaines transmembranaires. Le dimére ainsi formé est
acheminé a la membrane plasmique ou la liaison de la GH induit un changement
conformationnel permettant aux molécules Jak2 d'étre activées (d’'apres Gent et al., 2002).

Une analyse de mutagenese de la structure cristallographique du complexe GH-GHR;
avait révélé I’importance des résidus S145, H150, D152, Y200 et S201 (de Vos et al., 1992 ;
Chen et al., 1997). L’équipe de Strous (Gent et al., 2003) a montré que les mutations

ponctuelles (D152H, Y200D et S201K) dans le sous domaine II n’avaient aucune influence
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sur la dimérisation du GHR indépendante du ligand. Un traitement par la protéinase K a
montré que le domaine extracellulaire n’est pas suffisant au maintien de la dimérisation, ce
qui implique que soit le domaine transmembranaire, soit le domaine cytoplasmique, ou les 2,
contiennent le domaine de dimérisation. La co-transfection d’'un GHR entier et d’un mutant
du GHR délété de la quasi-totalité du domaine intracellulaire, diminue la capacité de
signalisation de ces cellules vraisemblablement par la formation d’hétérodimeres (Ross et al.,
1997).

Par conséquent, la dimérisation du GHR serait entreprise par le domaine
transmembranaire indépendamment du ligand, ce qui corrobore les découvertes concernant le
récepteur de I’EPO (Constantinescu et al., 2001), '’EGF (Mendrola et al., 2002), les sous
unités o et B des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (MHC-II)
(Cosson et Bonifacino, 1992) et la glycophorine A (Lemmon et al., 1992). Bien que le
domaine transmembranaire soit nécessaire a la dimérisation, il ne semble pas suffisant. Les
protéines cytosoliques ou de la lumiere du RE faciliteraient le repliement et Ie
positionnement des domaines extra et intracellulaires de sorte que les domaines
transmembranaires puissent dimériser. De plus, I’absence de dimérisation résulte seulement
de la délétion du domaine extracellulaire du GHR. Ainsi, le domaine extracellulaire, quoique
non impliqué dans le maintien de la dimérisation, fonctionnerait dans le processus
d’assemblage (Gent et al., 2002).

En résumé, ces résultats supposent une révision du modele de dimérisation du GHR
induite par la GH (Figure 7). L’équipe de Strous (Gent et al, 2002) propose que la
dimérisation du GHR a lieu dans le réticulum endoplasmique, ce qui nécessiterait une
interaction initiale entre les sous domaines II des domaines extracellulaires facilitée par la
présence des protéines chaperonnes du réticulum endoplasmique. Puis les domaines
transmembranaires interagissent et verrouillent le GHR sous forme d’homodimére. Le
domaine extracellulaire n’est alors plus nécessaire a la dimérisation. Il semblerait que les
récepteurs restent associés durant le transport vers la membrane plasmique. La, la liaison de
la GH au complexe induit un changement conformationnel permettant I’activation des Jak?2.
Ce modele est en accord avec 1’absence d’initiation de la transduction du signal lorsqu’une
GH monovalente antagoniste est trouvée dans un complexe ternaire comprenant 2 molécules
de GHR (Harding et al., 1996 ; van Kerkhof et al., 2002). L’inhibition des réponses
cellulaires observées avec de hautes concentrations de GH semblerait résulter de la formation
d’un monomeére non fonctionnel d’une molécule de GH liée a un récepteur par

I’intermédiaire de son site 1 de haute affinité (pour revue, Frank, 2002).
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La dimérisation du récepteur de la GH fournit probablement le signal pour générer la
réponse biologique (Fuh et al., 1992 ; Wells et al., 1993). Cette dimérisation est impliquée
dans la transduction du signal de la méme maniére que d’autres récepteurs des cytokines

(Kishimoto et al., 1994).

I11.2. Evénement d’initiation de la transduction du signal

Comme nous venons de le voir, le GHR, de la méme facon que les récepteurs des
cytokines, se trouve associ¢ de facon constitutive a une protéine Janus tyrosine kinase (Jak).
La famille des tyrosines kinases Janus est supposée représenter le type prédominant de
kinases non récepteurs nécessaire a ’initiation de la transduction du signal de la GH (Foster
et al., 1988 ; Argetsinger et al., 1993 ; Silva et al., 1993). Les membres de la famille Jak
incluent jusqu’a présent, Jakl, 2, 3 et Tyk2 (Ihle et al., 1995). L’unique caractéristique
commune des Janus kinases est ’absence de domaine SH2 ou SH3 et la présence de 7
régions conservées JH (JH1-JH7), ou JH1 est un domaine catalytique fonctionnel et JH2 un
domaine pseudokinase. Ce dernier régule négativement ’activité de Jak2 probablement via
une interaction avec son domaine kinase et est nécessaire au maintien de Jak2 sous forme
inactive en I’absence de stimulus (Saharinen et al., 2000).

La protéine Jak impliquée de facon prédominante dans la transduction du signal du
GHR est Jak2 (Argestsinger et al., 1993 ; Thirone et al., 1999), bien que la GH induise la
phosphorylation des résidus tyrosine de Jakl (Smit et al., 1996) et Jak3 (Johnston et al.,
1994).

Suite a la dimérisation du GHR (ou au changement conformationnel résultant de la
liaison du ligand au dimeére préformé), les Jak associées au GHR adoptent une disposition
spatiale permettant leur transphosphorylation et I’activation catalytique du domaine kinase.
La région du GHR proche de la membrane riche en proline nommée boite 1 est nécessaire a
I’association et a I’activation de Jak2 (Sotiropoulos et al., 1994 ; Vanderkuur et al., 1994)
(Figure 8). Bien que la boite 1 soit suffisante pour 1’activation de Jak2, I’activation maximale
nécessite la présence des résidus plus distaux, apparemment fondamentaux pour la
stabilisation de I’interaction entre Jak2 et le GHR. Les Jak ne possédent pas de domaine SH3
qui lie typiquement les domaines riches en proline. Il est par conséquent possible que
I’association de Jak au GHR puisse étre assistée d’une protéine adaptatrice contenant un
domaine SH3 (Finodori, 2000). A cet égard, la formation de complexes de signalisation

multiprotéiques aprés stimulation par la GH décrite par Zhu et al. (2001) offre une
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perspective intéressante (cf. §II.3.1.). En retour, les Jak phosphorylent le domaine
intracellulaire du GHR. Celui-ci et les Jak ainsi phosphorylés fournissent des sites de liaison
pour une variété de molécules de signalisation contenant des domaines SH2 ou autres motifs

liant les phosphotyrosines.

Milieu extracellulaire

FERRRRERRRR
BEkEBEEELEE

Milieu intracellulaire

Figure 8 : Modele de I'activation de la tyrosine kinase Jak2 par la GH

La liaison de la GH au dimére de GHR augmente I'affinité de chaque récepteur pour Jak2. La
proximité des GHR permet aux molécules Jak2 de se phosphoryler entre elles sur leurs
résidus tyrosine activateurs (fleches jaunes) afin de s’activer. Les Jak2 s’autophosphorylent
alors (fleches oranges) et phosphorylent les résidus tyrosine des GHR (fleches bleues). Ces
résidus tyrosine phosphorylés constituent des sites de liaison pour les protéines de
signalisation (d’aprés Herrington et Carter-Su, 2001).

42



Jusqu’a présent, quasiment toutes les voies de signalisation utilisées par la GH
nécessitent apparemment 1’activité de Jak2. Le seul effet indépendant de Jak2 est I’entrée de

calcium via les canaux calciques de type L (Billestrup et al., 1995) (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation simplifiée du mécanisme de
transduction du signal de la GH

La liaison de la GH a son récepteur de surface induit la dimérisation du GHR et I'activation
de Jak2. Jak2 est responsable de |’activation consécutive de plusieurs groupes de
molécules de signalisation parmi lesquels figurent: 1) d ’autres récepteurs (EGFR) et des
kinases (c-Src, c-Fyn, fak), 2) des membres de la famille des MAPK (MAPK p42/44, MAPK
p38 et JNK/SAPK), 3) des membres du groupe des IRS (IRS-1, IRS-2 et IRS-3), 4) des
petites Ras-like GTPases et 5) des membres de la famille des STAT (STAT1, STATS3,
STAT5a et STAT5SD) (d’aprés Zhu et al., 2001).

I11.3. Les différentes voies de transduction du signal induites par la GH

111.3.1. Complexes multiprotéiques

L’assemblage de complexes de signalisation multiprotéiques représente un
mécanisme commun pour la transduction du signal de différents récepteurs (Pawson, 1995).
De nombreuses voies de signalisation sont signifiées par I’oligomérisation de protéines en

complexes multi-sous unités, incluant différentes enzymes et molécules adaptatrices. Bien
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que les molécules adaptatrices ne possédent pas d’activité enzymatique intrinséque, leur
habilit¢ a induire les interactions protéine-protéine est vitale pour l’intégration et la
propagation de la cascade de transduction du signal. La plupart des molécules adaptatrices
identifiées dans la transduction du signal de la GH sont des protéines contenant des domaines
SH2/SH3 ou des domaines capables de phoshporyler des résidus tyrosine. La fonction
majeure attribuée a ces adaptateurs, tels que Grb2, Nck et Crk, est de recruter des molécules
effectrices riches en proline a proximité des kinases phosphorylées ou de leurs substrats. La
GH stimule la formation d’un complexe de signalisation multiprotéique centré autour de 2

protéines : CrklI et p130Cas (Figure 10).

MAPK p42/44

PI-3 kinase

JNK/SAPK

STATS

MAPK p38

Figure 10 : Représentation schématique du complexe de signalisation multiprotéiqgue
aprés une stimulation par la GH

Le complexe de signalisation multiprotéique régule positivement ou négativement les voies de
transduction du signal situées en aval (d’aprés Zhu et al., 2001).

CrKkII est un régulateur positif puissant de I’activité PI-3 kinase stimulée par la GH.
La surexpression de CrkIl réduit également l’activit¢ de la MAPK p42/44 (« Mitogen-
Activated Protein Kinase») stimulée par la GH (Goh ef al., 2000). L’activation de Rac par la
GH n’a pas encore été rapportée, mais Rac facilite ’activation de Jak2 par d’autres cytokines
(Simon et al., 2000).

La formation d’autres complexes plus petits a été décrite en réponse a une stimulation

par la GH faisant intervenir le GHR, Jak2, SHP-2 et une glycoprotéine (Kim et al., 1998) ou
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encore STAT-5, MAPK p42, SHC et une protéine similaire a Akt-1 (Dinerstein-Cali ef al.,
2000).

L’utilisation de la protéine FAK («Focal Adhesion Kinase ») pour la transduction du
signal permet au signal de la GH d’étre propagé par de multiples voies alternatives. La
protéine FAK, a été identifiée a ’origine en tant que protéine abondamment phosphorylée sur
ses résidus tyrosine dans les cellules transformées v-Src (Schlaepfer et Hunter, 1997 ; Cary et
Guan, 1999 ; Schlaepfer et al, 1999). Elle est localisée principalement au niveau des
jonctions cellulaires, d’ou le nom qui lui a été attribué (Guan et Chen, 1996 ; Schlaepfer et al.,
1999). FAK est capable de lier directement la PI-3 kinase (« Phospatidyl Inositol-3 kinase »)
d’une fagon dépendante de sa phosphorylation (Chen et Guan, 1994 ; Schlaepfer et Hunter,
1997). Le fait que les protéines CrkIl et FAK soient toutes deux capables d’activer la méme
kinase, la PI-3 kinase, permettrait a la cellule de répondre précisément aux stimuli
hormonaux en fonction du type cellulaire et du niveau de différenciation. La GH stimule
¢galement I’activation de la MAPK p42/44 via SHC et Grb2 associées a Jak2 (Vanderkuur et
al., 1994 ; Winston et Hunter, 1995). FAK sert ainsi de site de liaison pour le complexe
Grb2-SOS in vivo et in vitro (Schlaepfer et Hunter, 1997) et pour la protéine SHC. Puisque
FAK, SHC et Grb2 sont associées a Jak2, il est possible que 1’association de Grb2 et SHC a
Jak2 soit induite par FAK. Celle-ci représenterait un intermédiaire amont de la voie des
MAPK stimulée par la GH (Schlaepfer et Hunter, 1997). La protéine FAK est fondamentale
dans le role cellulaire sur le remodelage de la matrice extracellulaire (Guan et Chen, 1996 ;
Schlaepfer et al., 1999). Elle intervient dans la médiation de plusieurs réponses cellulaires
telles que laltération de la morphologie cellulaire, la motilité et la prolifération cellulaire
(Guan et Chen, 1996 ; Schlaepfer et al., 1999 ; Rodriguez-Fernandez, 1999). La GH active
FAK, conduisant a la phosphorylation des résidus tyrosine des 2 substrats associés a FAK, la
paxilline et la tensine. La GH, parmi ses actions pléiotropes, stimule la chémotaxie et la

migration des monocytes (Zhu et al., 1998a).

111.3.2. La voie de la régulation de la transcription des génes par la GH : la voie des

Ras-MAPK., « Mitogene Activated Protein Kinase » et des Jak/STAT, « Janus kinase/Signal

Transducer and Activator of Transcription »

La GH exerce beaucoup de ses fonctions physiologiques par la régulation de
transcription de genes codant pour une variété de protéines dont IGF-1, les facteurs de

transcription et les enzymes. La famille des facteurs de transcription STAT représente des
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molécules clé dans ce processus de signalisation. Jak2 activée par la GH phosphoryle au
moins 4 membres de cette famille (STAT-1, -3, -5a et -5b) conduisant a leur dimérisation,
localisation nucléaire, liaison a I’ADN et activation de la transcription (Herrington et al.,
2000). Une autre voie importante pour la régulation de la transcription des geénes est celle des
Ras-MAPK. La GH active cette voie par une phosphorylation de la protéine SHC via Jak2
(Smit et al., 1999).

111.3.2.1. La voie des MAPK

Les MAPK activées notamment par la GH, jouent un rdle essentiel dans la régulation
de la croissance et de la différenciation (Cobb et al., 1991). Cette activation nécessite la
présence de la boite 1 du GHR, région impliquée dans I’activation de Jak2 (Vanderkuur et al.,
1994). La GH stimule I’association de protéines SHC aux complexes Jak2-GHR par
I’intermédiaire du domaine SH2 des protéines SHC qui sont phosphorylées par Jak2,
permettant ainsi leur association a Grb2 (Figure 11).

En réponse a la GH (Winston et Hunter, 1995 ; Vanderkuur et al., 1997), I’activation
de la MAPK p42/44 intervient suite a une cascade de phosphorylations séquentielle
impliquant SHC, Grb2, SOS, Ras, Raf et MAP/ERK kinase (MEK) (Lewis et al., 1998 ;
Cobb, 1999). La GH dispose de différents mécanismes alternatifs afin de stimuler cette voie.
L’activité de la PI-3 kinase (Kilgour et al., 1996 ; Liang et al., 2000) et de la PKC (« Protein
Kinase C ») (Mac Kenzie et al., 1997) sont toutes deux nécessaires a 1’activation complete
des MAPK par la GH (Kilgour et al., 1996). D’autres voies de transduction du signal
régulent la capacité de la GH a activer la MAPK p42/44. Cette activation dépend du type
cellulaire (Love et al., 1998).

La MAPK p42/44 phosphoryle et/ou active les protéines telles que p70S6K, p90RSK,
Sap-1 a (Clarkson et al., 1999), la phospholipase A2 (PLA2) (Tollet et al., 1995), c-Raf-1, c-
jun, le facteur complexe ternaire (p62TCF/Elkl) et les molécules STAT (Campbell et al.,
1995 ; Sotiropoulos et al., 1995 ; Wood et al., 1995 ; Lewis et al., 1998 ; Cobb, 1999 ). La
GH utilise ces protéines dans les voies de transduction du signal qu’elle active (Argetsinger
et Carter-Su, 1996 ; Thomas, 1998 ; Finidori, 2000). L’activation de la PLA2, par exemple,
augmente le taux d’acide arachidonique et ’apparition de ses métabolites (Tollet ez al., 1995).
Ces derniers sont impliqués dans la stimulation de la transcription du géne P4502C12 chez le
rat, codant pour une enzyme engagée dans la catalyse dépendante du Ca®" de différents

composés hydrophobes (Tollet et al., 1995). La MAPK p42/44 est également connue pour
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réguler la transcription par association directe des molécules STAT et en phosphorylant leurs

résidus sérine (Horvath et Darnell, 1997).

Transcription
des
genes-cibles

Métabolisme

Figure 11 : La voie des MAPK

Jak2 active la protéine SHC, conduisant I'association de Grb2 et SOS. Puis, les MAPK sont
phosphorylées par les MEK. Les MAPK interviennent dans la régulation de la transcription des
génes et activent leurs substrats dont p90RSK. MAPK : « mitogen-activated protéin kinase »,
SHC : «SH2-containing sequence», SOS : « Son Of Sevenless », MEK : « MAP/ERK Kinase »
(d’aprés Carter-Su et al., 1996 ; Herrington et Carter-Su, 2001).

La formation du complexe de signalisation multiprotéique centré autour de la protéine
FAK (Zhu et al., 1998a) et de p130Cas-CrklIl (Zhu et al., 1998b), conduit a ’activation de
INK/SAPK (Zhu et al, 1998b ; Goh et al., 2000). L’activation de ce complexe induit la
phosphorylation de la protéine adaptatrice Nck et son intégration avec C3G, protéine
d’échange de la guanine, dans le complexe p130Cas-CrkII (Tanaka ef al., 1997 ; Su et al.,
1997). INK/SAPK fournit alors une autre voie par laquelle la GH affecterait de nombreuses

fonctions cellulaires dont la régulation transcriptionnelle et 1’apoptose (Herdegen et al.,

47



1997). L’activation de JNK/SAPK par la GH, comme pour celle de la MAPK p42/44, est
dépendante de PI-3 kinase (Goh et al., 2000).

Il a été récemment démontré que la GH phosphoryle et active la p38 MAPK (Zuh et
Lobie, 2000) dans des cellules CHO transfectées avec I’ADNc codant pour le GHR d’une
facon dépendante de Jak2. La p38 MAPK est nécessaire a I’activation de ATF-2 et a la
transcription induite par la protéine CHOP (« C/EBP Homologous Protein ») (Mertani et al.,
2001). Elle est également nécessaire a la réorganisation du cytosquelette d’actine et a la
mitogenese stimulées par la GH (Zhu et Lobie, 2000). La production autocrine de GH par le
carcinome mammaire humain (Raccurt et al., 2002) est a 1’origine d’une régulation positive
du gene codant pour CHOP et d’une augmentation consécutive de I’expression de la protéine
(Mertani et al., 2001). L’augmentation de la transcription par la protéine CHOP en réponse a
la GH est dépendante de la p38 MAPK via un mécanisme anti-apoptotique. Il apparait donc
évident que I’activation de p38 MAPK par la GH est un élément important pour la médiation

des effets cellulaires pléiotropes de la GH.

111.3.2.2. La voie des Jak/STAT

La voie des Jak/STAT est la voie privilégi¢e de transduction du signal induite par la
liaison de la GH a son récepteur (Figure 12). Les substrats des Jak les plus étudiés sont les
protéines STAT, la seule famille connue des facteurs de transcription dont I’activité est
régulée par phosphorylation de leurs résidus tyrosine (Shuai, 1999) et sérine (Decker et
Kovarik, 2000) (c¢f. §1I1.4). Jusqu’a présent, 7 protéines STAT ont été identifiées chez les
mammiferes : STAT-1, -2, -3, -4, -5a et -5b et -6 (pour revue, Kisseleva et al., 2002). Elles
sont composées de 750 a 850 acides aminés. Elles partagent des domaines conservés dans
leur fonction et leur structure. En effet, leurs domaines N-terminal, CDD (« Coiled-Coiled
Domain ») se présentant sous forme d’hélices a, de liaison a I’ADN DBD (« DNA Binding
Domain »), «linker » leur permettant la liaison du DBD au domaine d’activation
tyrosine/SH2 sont équivalents. En revanche, le domaine d’activation de la transcription C-
terminal, TAD (« Transcriptional Activation Domain ») diverge selon le type de STAT et

contribue a leur spécificité.
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Figure 12 : La voie des Jak/STAT

Jak2 phosphoryle les facteurs de transcription STAT qui régulent la transcription des genes par
liaison directe avec I'ADN. STAT : « Signal Transducers and Activators of Transcription »
(d’aprés Herrington et Carter-Su, 2001).

Les STAT sont recrutées a proximité des Jak et se lient par I'intermédiaire de leurs
domaines SH2 qui phosphorylent les résidus tyrosine des domaines cytoplasmiques de
chaque GHR. La phosphorylation des résidus tyrosine des STAT par les Jak permet leur
activation. Les STAT se dissocient alors du GHR sous forme d’un homo- ou d’un hétéro-
dimére formés par l’interaction réciproque des résidus tyrosine phosphorylés de leurs
domaines SH2. Elles sont alors transloquées dans le noyau, ou elles se lient aux éléments de
réponse de I’ADN pour stimuler la transcription (pour revue, Zhu et al., 2001). L’activation
de STAT-1, -3 et -5 par la GH nécessite la présence et ’activité de Jak2 (Han et al., 1996 ;
Goffin et Kelly, 1997 ;Vanderkuur ef al., 1997 ; Carter-Su et al., 2000a). STAT-1 et -3 sont
activées par Jak2 mais ne nécessitent pas la présence des résidus tyrosine C-terminaux du
domaine intracellulaire du GHR, au contraire de STAT-5 (Hansen et al., 1996). Bien que les

Jak représentent les kinases prédominantes pour I’activation des STAT, des récepteurs
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tyrosine kinases (EGF-R, PDGF-R, par exemple) peuvent également phosphoryler les STAT
in vivo sans exiger la présence de Jak (Leaman et al, 1996 ; Vignais et Gilman, 1999 ;
Paukku et al., 2000 ; Wang et al., 2000). Il reste a déterminer si ce phénoméne se produit
dans la signalisation de la GH. L’activation compléte des STAT nécessite également la
phosphorylation par la MAPK (Horvath et Darnell, 1997) ou par la PI-3 kinase (Pfeffer et al.,
1997) de ses résidus sérine (Horvath et Darnell, 1997).

Les roles physiologiques des STAT dans la transduction du signal de la GH ne sont
pas encore pleinement ¢élucidés, bien que la voie dépendante des STAT soit généralement
admise comme étant impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire, ainsi que
dans le processus d’apoptose (Shuai, 1999). Les voies de la MAPK p42/44 et de la p38
MAPK sont en principe responsables de la prolifération cellulaire attribuée a la GH (Zhu et
Lobie, 2000). Cependant, la GH stimule la formation d’homodimeres de STAT-1, et STAT-3
(Sotiropoulos et al., 1995) et d’hétérodimeres STAT-1/STAT-3 se liant tous au SIE (« Sis-
Inducible Element ») du gene c-fos impliqué dans la prolifération cellulaire (Meyer et al.,
1994 ; Campbell et al., 1995). STAT-5, représentant la forme préférentiellement utilisée par
la GH (Bergad et al, 1995 ; Waxman et al., 1995 ; Choi et Waxman, 2000 ; Delesque-
Touchard et al., 2000 ; Lahuna et al., 2000 ; Waxman, 2000), intervient dans les réponses au
dimorphisme sexuel de I’expression des genes hépatiques du mode de sécrétion de la GH
chez le male (pulsatile) et la femelle (continu) (Waxman et al, 1995), et la croissance
corporelle. STAT-5 régule également la transcription du geéne de I’insuline (Galsgaard et al.,
1996) et STAT-5b est nécessaire a la lipolyse du tissu adipeux stimulée par la GH (Fain ef al,,
1999).

La régulation transcriptionnelle des génes eucaryotes implique I’interaction spécifique
et ordonnée d’un grand nombre de protéines incluant les facteurs de transcription spécifiques
de promoteurs et « enhancers », et des composants de la machinerie transcriptionnelle basale
(Maniatis et al., 1998 ; Pugh, 2000). De nombreuses études ont décrit de fortes interactions
entre les molécules STAT et d’autres régulateurs de transcription. En ’occurrence, STAT-1
avec NFkB, SP1, USF-1, PU.1 et le récepteur des glucocorticoides (Look et al., 1995,
Ohmori et al., 1997 ; Muhlethaler-Mottet et al., 1998 ; Aittomaki et al., 2000) ; STAT-3
interagit avec SP1, c-jun et le récepteur des glucocorticoides (Schaefer et al., 1997 ; Cantwell
et al., 1998 ; Zhang et al., 1999b) ; STAT-5 avec YY-1, SP1, C/EBPP et le récepteurs des
glucocorticoides (Meier et Groner, 1994 ; Stocklin er al., 1996, Martino et al., 2001 ;
Wyszomierski et Rosen, 2001). D’autres études ont démontré ’association entre des STAT et

des protéines qui facilitent la transcription par des modifications de la chromatine, comme
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par exemple STAT-2 qui interagit avec CBP/p300 (Bhattacharya et al., 1996), ou d’autres
STAT avec BRCA1, Mcm5, Nmi et HMG-1(Y) (Zhang et al., 1998 ; Zhu et al., 1999 ; Ouchi
et al., 2000 ; Kim et al., 2001). Des protéines non nucléaires pourraient également intervenir,
telles que stIP1, WD40 qui facilitent I’interaction entre Jak, STAT, STAM, une famille de
protéine se liant a Jak et SH2-B (Takeshita ez al., 1997 ; Carter-Su et al., 2000b ; Collum et
al., 2000).

L’activation des Jak et STAT par la GH constitue 2 événements indépendants mais
apparentés dont la combinaison aboutit a des réponses biologiques complexes et aussi variées

que la prolifération, la survie et la différenciation cellulaires.

I1.3.2.3. Les RTK : les récepteurs a activité tyrosine kinase

Des études (Wu et al., 1995 ; Yamauchi et al., 1997) ont suggéré la possibilité
d’interactions croisées directe ou indirecte entre les membres des récepteurs des cytokines et
les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) ou entre les RTK. Ceci impliquerait en
particulier une interaction fonctionnelle entre le GHR et les membres de la sous famille
EGFR (Yamauchi et al., 1997). Cette sous famille comprend 4 membres étroitement
apparentés : EGFR (ErbB1), ErbB2 (HER/Neu), ErbB3 (HER3) et ErbB4 (HER4). 11 a été
montré notamment qu’en réponse a la GH, EGFR était phosphorylé par Jak2 mais restait
inactif. Cette phosphorylation servirait d’¢lément intermédiaire utilisant le site majeur de
liaison de Grb2 pour obtenir 1’activation de la MAPK p42/44 (Yamauchi et al., 1997). La GH
stimule également la déphosphorylation des résidus tyrosine et la phosphorylation des résidus
sérine et thréonine de ErbB2 (Kim et al, 1999) dans des pré-adipocytes 3T3-F442A
conduisant a I’inactivation du GHR et a l’arrét du cycle cellulaire (Nam et Lobie, 2000).
L’inactivation des RTK induite par la GH doit par conséquent étre rapportée aux besoins
cellulaires pour le processus de la prolifération cellulaire. Il est fort probable que les RTK
constitueront des éléments centraux dans la médiation de plusieurs des effets pléiotropes de

la GH.

111.3.3. La voie de la PI-3 kinase. « Phosphatidylinositol-3 kinase »

La GH et linsuline partagent plusieurs effets cellulaires communs incluant la
stimulation du transport des acides aminés, de la synthése protéique, du transport du glucose,

de la lipogenése (Ridderstrale et al, 1994), de I’expression de certains geénes (Davidson,
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1987), de la mitogenese, de la prévention de 1’apoptose (Eisenhauer et al., 1995), de la
différenciation et la réorganisation de 1’architecture du cytosquelette (Goh et al., 1997). Ainsi,
la GH et Dl’insuline sont supposées utiliser des composants communs des voies de
transduction du signal. En effet, la GH stimule la phosphorylation de IRS-1, -2 et -3,
(« Insulin Receptor Substrate ») (Souza et al., 1994 ; Argetsinger et al, 1995, 1996b ;
Ridderstrale et al., 1995 ;; Yamauchi et al, 1998) responsables de 1’activation de la PI-3

kinase dans une grande variété de types cellulaires in vitro et in vivo (Yenush et White, 1997 ;

White, 1998) (Figure 13).

Glucose

Migration

I/ asion

Figure 13 : La voie de la PI-3 kinase

Jak2 phosphoryle les protéines IRS, qui entraine I'activation de la PI-3 kinase. L’activation de la PI-3
kinase via les protéines IRS et FAK pourrait jouer un réle important dans la stimulation du transport
du glucose et dans la migration et I'invasion cellulaires, respectivement. JAK2 : « Janus kinase 2 »,
IRS : « insulin receptor substrat », PI-3K : « phosphatidylinositol 3-kinase », FAK : « Focal Adhesion
Kinase (d’aprés Herrington et Carter-Su, 2001).

La phosphorylation des résidus tyrosine des protéines IRS par Jak2 fournit un site de

liaison pour le domaine SH2 de la sous unité régulatrice de 85 kDa de la PI-3 kinase
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(Ridderstrale et Tornqvist, 1994 ; Ridderstrale et al., 1995 ; Yamauchi et al., 1998 ; Smit et
al., 1999). IRS-1 représente 1'un des composants du complexe de signalisation
multiprotéique centré autour de Crkll (Zhu er al., 1998b), qui intervient probablement
comme une molécule adaptatrice permettant la liaison de IRS-1 au complexe multiprotéique.

Alors que le transport du glucose stimulé par I’insuline est bien dépendant de la PI-3
kinase, le transport de glucose induit par la GH ne I’est pas (Sakaue ef al., 1997). Cependant,
I’activation de la PI-3 kinase est indispensable a la synthése lipidique dépendante de la GH
(Ridderstrale et Tornqvist, 1994) et a I’action anti-lipolytique de I’hormone (Yamauchi ef al.,
1998), montrant I’importance de I’activité de la PI-3 kinase pour I’action insulinomimétique
de la GH.

De nombreux événements dépendants de la PI-3 kinase sont induits par d’autres voies
de signalisation situées en aval. La GH active notamment la sérine/thréonine kinase Akt/PKB
d’une manicre dépendante de la PI-3 kinase afin de délivrer un signal anti-apoptotique
(Costoya et al., 1999 ; Liang et al, 2000). La PI-3 kinase représente donc une molécule
effectrice pivot située en aval des IRS, et serait impliquée dans de nombreux processus
cellulaires dont la prolifération, la survie, la réorganisation et le métabolisme cellulaires

(Yenush et White, 1997 ; White, 1998).

I11.3.4. La voie de la phospholipase C/PKC/Ca*"

Un mécanisme de signalisation utilisé par tous les membres de la superfamille des
récepteurs des cytokines est I'utilisation des métabolites IP-3 (1,4,5-triphosphate) et DAG
(Diacyl glycérol) issus de ’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate catalysée par
la. PLC (phospholipase C) comme second messagers (Figure 14). La GH induit la
phosphorylation de la PLC-y par interaction directe (Moutoussamy et al., 1998) avec le
complexe GHR-Jak2 conduisant a une augmentation rapide mais transitoire du taux de DAG
intracellulaire (Doglio et al., 1989 ; Jonhson et al., 1990 ; Tollet et al.,, 1991). Le DAG est le
principal activateur direct de la PKC (protéine kinase C), bien que le Ca*" puisse aussi
induire I’activation des PKC en augmentant leur affinité pour les phospholipides anioniques
(Ron et Kazaniets, 1999 ; Musashi et al., 2000). La PKC intervient dans le couplage et la
propagation du signal de la GH (Ron et Kazanietz, 1999 ; Musashi et al, 2000) en
phosphorylant les résidus sérine et thréonine d’une grande variété de protéines cellulaires
(Toker, 2000). La PKC est nécessaire notamment a la lipogenése (Gurland et al, 1990),
I’augmentation intracellulaire de Ca*" (Gaur et al., 1996), I’activation de la MAPK p42/44
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(MacKenzie et al., 1997) ou de la p70S6K, ainsi qu’a I’internalisation et la dégradation du
GHR ou au clivage du GHR li¢ a la membrane afin de libérer la GHBP (Rui ef al., 2000).

Transcription
des
genes-cibles

Figqure 14 : La voie de la PLC/PKC/Ca**

La voie de signalisation de la PKC est activée par une augmentation de DAG consécutive a la
stimulation par la GH de la PLC. PKC : protéine kinase C, PLC : phospholipase C, DAG :
diacylglycérol (d’aprés Herrington et Carter-Su, 2001).

Les concentrations intracellulaires de calcium libre peuvent étre augmentées par 2
mécanismes majeurs : par I'afflux de Ca®" extracellulaire au travers des canaux voltage-
dépendants de la membrane plasmique ou par la mobilisation des stocks intracellulaires de
Ca®" (Cruzalegui et Bading, 2000). Le métabolite IP-3 quant & lui provoque une
augmentation transitoire de Ca®" intracellulaire libre. Cette augmentation intracellulaire de

Ca®" activée par la GH est apparemment dépendante de la PKC (Gaur et al., 1996). Elle
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nécessite la présence du domaine C-terminal du GHR mais pas de la boite 1 (Billestrup et al.,
1995).
De nombreuses recherches sont encore nécessaires a la compréhension des cibles

cellulaires situées en aval de I’¢1évation intracellulaire de Ca®* stimulée par la GH.

I11.4. La régulation de la transduction du signal

Le modele de sécrétion de la GH dans le flux sanguin représente un facteur important
dans la détermination de la régulation des geénes impliqués dans la croissance résultant du
dimorphisme sexuel (Davey et al., 1999a). Ainsi, I’intensité et I’enchainement des signaux

é¢manant des complexes GHR-Jak2 modulent I’action de la GH (Figure 15).

I11.4.1.La régulation négative de la signalisation de la GH

L’existence d’une régulation négative de la transduction du signal des récepteurs des
cytokines permet de contrdler précisément I’ampleur et la durée du signal induit par la GH.
La voie d’internalisation et de dégradation du complexe GHR-Jak2 (Gebert et al., 1999a,b),
permettant la disparition du GHR de la surface cellulaire et la désactivation des molécules de

la signalisation, est un élément critique de la régulation de la transduction du signal de la GH.

I11.4.1.1. Régulation de la disponibilité de GHR a la surface cellulaire.

Les cellules utilisent couramment plusieurs mécanismes pour protéger leurs
récepteurs d’une activation prolongée. Ceux-ci incluent la génération de récepteurs solubles,
qui entrent en compétition avec les récepteurs membranaires afin de limiter la quantité de
ligand disponible. Ces isoformes sont produites soit par protéolyse soit par €pissage alternatif
afin de générer la GHBP. Un mécanisme plus commun de régulation négative est
I’endocytose du récepteur via la voie des clathrines (Vleurick et al., 1999) et des cavéoles
(Lobie et al., 1999). La conjugaison de I'ubiquitine au GHR est nécessaire a I’internalisation
par la voie des clathrines et sa dégradation protéosomale (Strous et al., 1996 ; van Kerkhof et
al., 2000), le GHR possédant un motif spécifique pour I’internalisation et « I’ubiquitination »
dans sa région cytoplasmique (Govers et al., 1999) (c¢f. §1V.1.2). L’activation de la PKC
agirait comme un stimulus pour supprimer le GHR de la membrane cellulaire (King ef al.,

1996 ; Alele et al., 1998 ; Rui et al., 2000). Il est intéressant de noter que la PKC interagit
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avec la cavéoline, composant structurel des cavéoles impliqué dans la transduction du signal
de la GH (Oka et al., 1997 ; Lobie et al., 1999). L’interaction du GHR avec la cavéoline
permettrait une rapide désensibilisation puis resensibilisation cellulaire a la GH en autorisant
une endocytose du GHR de surface rapidement remplacé par de nouveaux récepteurs (Lobie

et al., 1999).

Figure 15 : Régulation de la signalisation cellulaire induite par la GH

SH2-B améliore la signalisation induite par le GHR en augmentant I'activité de Jak2. Les tyrosine
phosphatases, telles que SHP-1 et -2, inhibent la signalisation en déphosphorylant les tyrosines du
GHR, de Jak2 et des STAT. L'expression des SOCS est activée par SH2-B et subit un contréle
négatif par les SOCS elles-mémes. SHP-2 : « Src Homology 2 domain-containing protéin tyrosine
Phosphatase 2 », SOCS : « Suppressor of Cytokine Signaling », SH2-B : « Src Homology 2 »
(d’aprés Herrington et Carter-Su, 2001).

II1.4.1.2. Régulation par les déphosphorylations.

La famille des phosphatases des MAPK (MPK) et les phosphatases sérine/thréonine
de type 2 (PP2) sont impliquées plus particuliérement dans la régulation négative des MAPK,
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telles que la MAPK p42/44, INK/SAPK et la p38 MAPK (Ono et Han, 2000) mais le rdle

précis dans la signalisation de la GH n’est pas encore caractérisé.

La voie des Jak/STAT intervient dans de nombreuses réponses cellulaires dont la
défense immunitaire, la différenciation et la prolifération ainsi que dans ’oncogenése. Il n’est
pas surprenant par conséquent que de nombreux éléments interviennent dans la modulation
négative et positive de cette voie. L’ effet de ces processus de régulation détermine le niveau

auquel les signaux STAT sont stimulés lors de la transduction du signal.

I11.4.1.3. La régulation négative de la voie des Jak/STAT

Le signal des cytokines transmis par les STAT est régulé négativement en différents

points de la cascade de signalisation incluant les récepteurs, et les Jak et STAT elles-mémes.

I1.4.1.3.1. Au niveau du récepteur

La dégradation des récepteurs dépendante du systéme ubiquitine/protéasome (cf.
§IV.2.3) jouerait un rdle dans la régulation négative de la signalisation des cytokines. Les
inhibiteurs du protéasome empéchent la dégradation de plusieurs STAT et du récepteur de
I'IFN-y (Kim et Maniatis, 1996 ; Haspel et Darnell, 1999). Ces inhibiteurs stabilisent les
isoformes actives STAT-4, -5, -6, mais leur effet direct sur STAT-1, -2 et -3 est moins
évident. De plus, ces études ont identifi¢ une région du domaine C-terminal de STAT-5
impliquée dans la dégradation (Wang et al., 2000b). Ces inhibiteurs prolongent également
I’activité¢ des Jak (Yu et Burakoff, 1997 ; Callus et Mathey-Prevot, 2000). Le systéme
ubiquitine-protéasome semble donc intervenir dans 1’atténuation du signal transmis par la
voie Jak/STAT. Cependant, la signification réelle de la dégradation ciblée de la signalisation

STAT demeure encore controversée (Lee ef al.,, 1997 ; Melen et al., 2001).

111.4.1.3.2. Au niveau de Jak2

L’activation des Jak étant dépendante de la phosphorylation de leurs résidus tyrosine,
il n’est pas surprenant que 2 phosphatases apparentées contenant des domaines SH2, SHP-1
et SHP-2, puissent réguler négativement 1’activité des Jak (Figure 15). En activant SHP-1, la
GH induit sa liaison a Jak2 (Hackett ef al., 1997) conduisant a sa déphosphorylation. SHP-2,
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contrairement & SHP-1 (Kim et al., 1998 ; Moutoussamy et al., 1998), se lie au GHR via les
résidus tyrosine 487 et 595. Le résidu 595 constitue le site majeur d’interaction de la
phosphatase au récepteur et demeure responsable de la déphosphorylation du GHR et de Jak2
(Stofega et al., 2000). SHP-2 posseéde un autre role dans la transduction du signal de la GH
par son association avec SIRPa (« Slgnal-Regulatory Phosphatase ») qui, lorsqu’elle est

activée, augmente la transcription du géne c-fos (Kim et al., 1998).

111.4.1.3.3. Au niveau des STAT

L’activit¢ des STAT peut étre régulée négativement, notamment par des
déphosphorylations induites par les phosphatases (Figure 15). La phospatase SHP-2 est
responsable de la déphosphorylation de STAT-5b cytosolique (Stofega et al, 2000). La
phosphatase SHP-1 quant a elle, se lie a STAT-5b a I’intérieur du noyau (Ram et Waxman,
1997) et la déphosphoryle, conduisant & son inactivation. Il existe en plus une autre
modification bien caractérisée, la production d’isoformes tronquées ou mutées dans le
domaine C-terminal. Elles sont souvent générées au niveau de la transcription pour STAT-3
(Sasse et al., 1997) ou par protéolyse pour STAT-5a et b (Meyer et al., 1998 ; Lee et al.,
1999). Ces STAT tronquées fonctionnent comme isoformes interférentes non fonctionnelles
(Caldenhoven et al., 1996 ; Kieslinger et al., 2000 ; Piazza et al., 2000). Récemment, la
méthylation des STAT a été rapportée, mais la signification physiologique de cette
modification n’a pas encore été pleinement élucidée (Mowen ef al., 2001 ; Nagaih et al.,
2003).

Parmi les protéines interagissant avec les STAT, une famille constituée par les PIAS
(« Protein Inhibitor of Activated STAT ») a été identifiée (Shuai, 1999, 2000 ; Hilton, 1999).
Proches des phosphatases, les PIAS sont exprimées de maniére constitutive et servent a la
titration des STAT actives disponibles dans un environnement cellulaire particulier. Dans la
régulation de la signalisation de 'IFN-y, PIAS-1 se lie aux dimeéres de STAT-1 activés et
bloque ainsi leur capacité a interagir avec I’ADN (Liao et al.,, 2000). Bien que PIAS-3 soit
¢galement impliquée dans la régulation négative de la transduction du signal de la PRL (Liu
et al, 1998a ; Hilton, 1999), il reste encore a déterminer si la GH utilise les PIAS pour

réguler négativement la transcription induite par les STAT.
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I1.4.1.3.4. La régulation négative par les CIS/SOCS

Les SOCS « Suppressors Of Cytokine Signaling » ou CIS « Cytokine Inhibitor
Signaling » contiennent un domaine central SH2 et un domaine d’homologie hautement
conservé dans le domaine C-terminal appelé boite SOCS ou domaine CH. Ces domaines leur
permettent d’interagir avec plusieurs protéines impliquées dans la signalisation cellulaire de
la GH. Les SOCS serviraient de molécules adaptatrices pour les diriger vers la voie de la
dégradation protéique (Zhang et al., 1999c).

En dépit des rapides progres réalisés dans la description du fonctionnement des SOCS,
le mécanisme par lequel elles antagonisent la signalisation Jak/STAT demeure controverseé.
L’expression des SOCS est induite par I’activation des cytokines de la voie Jak-STAT. La
GH induit notamment I’expression de SOCS-1, -2, -3 et CIS dans le foie de rat a des degrés
variés et avec des cinétiques différentes (Adams er al, 1998 ; Ram et Waxman, 1999 ;
Tollet-Egnell, 1999). Le mécanisme d’induction des geénes codant pour les SOCS fait
probablement intervenir les protéines STAT (Naka et al., 1997 ; Davey et al., 1999b). Elles
assureraient dans ce cas le rétrocontrole négatif de la voie des Jak-STAT en interagissant
directement avec les Jak activées ou avec le récepteurs de la GH via leur domaine SH2 et la
boite SOCS (Shuai, 1999 ; Chen et al., 2000 ; Krebs et Hilton, 2000). SOCS-1 en particulier
est connue pour inhiber directement I’activité kinase de Jak2 (Naka et al., 1997 ; Yasukawa
et al., 1999) en présence ou non du GHR (Hansen ef al., 1999 ; Ram et Waxman, 1999). En
revanche, I’inhibition de Jak2 par CIS et SOCS-3 (Adams et al., 1998 ; Ram et Waxman,
1999 ; Tollet-Egnell, 1999) semble nécessiter la présence du GHR (Hansen et al, 1999 ;
Ram et Waxman, 1999). Ainsi, SOCS-3 et CIS acceéderaient a Jak2 en se liant en premier lieu
au GHR. Des souris transgéniques exprimant CIS de fagon constitutive ont une masse
corporelle réduite, probablement a cause d’une diminution de I’activité de Jak2 dépendante
de la GH (Matsumoto et al., 1999) (Figure 15).

L’inhibition de Dactivité de Jak2 par les SOCS peut étre réalisée selon trois
mécanismes, soit par une interaction directe avec la Janus kinase (pour SOCS-1), soit par
I’intermédiaire du GHR au niveau des résidus tyrosine situés prés de la membrane (pour
SOCS-3) ou plus distaux (pour CIS et SOCS-2). Cette inactivation de Jak2 est alors a
I’origine de I’inhibition de la transduction du signal de la GH faisant intervenir STAT-5b
(Ram et Waxman, 1999).
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111.4.2. La régulation positive de la voie Jak/STAT

111.4.2.1. Au niveau de Jak2

Les protéines Jak2 une fois activées recrutent la protéine SH2-B contenant des
domaines SH2 pour former un complexe (Rui et al., 1997) (Figure 15). SH2-B augmente
’activité kinase de Jak2, conduisant a I’activation de protéines de signalisation en aval telles
que STAT-5b (Rui et Carter-Su, 1999). L’augmentation de I’activité de Jak2 par SH2-B
serait un mécanisme important pour stimuler la signalisation dépendante du complexe GHR-

Jak2 (pour revue, Kisseleva et al., 2002).

111.4.2.2. Au niveau des STAT

Bien que les études initiales se focalisaient sur le role joué par les tyrosines kinases
dans l’activation des STAT, des études plus récentes ont identifi¢ d’autres régulateurs
positifs incluant les sérine kinases (par exemple MAPK) et des protéines interactives (pour
revue, Kisseleva et al., 2002).

La modification possible des STAT par la phosphorylation des résidus sérine suggere
la possibilité d’interactions entre les cascades de signalisation (Decker et Kovarik, 2000). Les
premieres études ont mis en évidence 1’existence d’un motif dans plusieurs molécules STAT
(STAT-1, -3, -4 et -5) de séquence PMSP dans laquelle la sérine localisée en position 727
¢était phosphorylée (Wen et al., 1995 ; Zhang et al., 1995). La présence de ce motif trés
conservé révele la possibilité que les sérine kinases (ou MAPK) phosphorylent le résidu
sérine 727 apres avoir été adressées aux prolines situées de part et d’autre du motif (Gonzalez
et al., 1991). Cependant, cette théorie n’est pas totalement admise en partic a cause de
I’existence de différentes sérine kinases susceptibles de phosphoryler STAT-1 et -3 en
fonction de la nature du stimulus ou des co-stimuli (Decker et Kovarik, 2000). Quelque soit
le mécanisme sous-jacent, il semblerait que la phosphorylation des résidus sérine des STAT-
1 et -3 (Wen et al., 1995 ; Decker et Kovarik, 2000) ou de STAT-4 (Visconti et al., 2000)
stimule leur activité transcriptionnelle. En revanche, I’amélioration de la transcription par les
STAT-5 et -6 phosphorylées sur leurs résidus sérine n’a pas pu étre démontrée de facon
convaincante (Yamashita et al, 1998). Pour STAT-5, ce type de phosphorylation

interviendrait plutot dans le sens d’une stabilisation protéique (Beuvink et al., 2000).
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Ces ¢études fournissent un apercu de la capacité des modifications de STAT, comme la

phosphorylation des résidus sérine, a réguler différemment 1’expression de quelques genes.

De rapides progrés ont récemment été effectués dans la définition des voies de
transduction du signal du GHR. Il apparait clairement que plusieurs cytokines, dont la GH,
partagent des composants similaires ou identiques afin d’exercer leurs effets. Bien qu’un
certain nombre de ces effets cellulaires soient pléiotropes et/ou universels a la super famille
des récepteurs des cytokines, suggérant un caractére de redondance mais qui montre une

spécificité fonctionnelle.

Nous avons vu que le processus d’internalisation constitue un mécanisme de
régulation négative de la présence de GHR a la surface cellulaire. Nous allons maintenant
¢tudier plus en détail deux voies connues pour internaliser le complexe GH-GHR;, la voie
des vésicules a clathrine, dépendante du systéme ubiquitine-protéasome (Strous et al., 1996 ;

Govers et al., 1997) et la voie des cavéoles (Lobie et al., 1999).

IV. ’INTERNALISATION DU COMPLEXE HORMONE-RECEPTEUR

A la surface cellulaire, la disponibilité des protéines et lipides membranaires aux
ligands extracellulaires et molécules solubles est soumise a une régulation caractéristique
dans toutes les cellules eucaryotes au niveau des différents compartiments cellulaires.
Premi¢rement, la quantit¢é de protéine synthétisée dans le réticulum endoplasmique est
largement contrdlée par la transcription génique. De plus, le systéme de tri au niveau du
réticulum endoplasmique régule la sortie des protéines convenablement repliées. Ensuite, au
niveau du réseau transgolgien, les protéines peuvent soit étre déviées directement vers les
lysosomes, soit étre transportées a la surface cellulaire ou vers des compartiments cellulaires
tels que la mitochondrie. A la membrane plasmique, les récepteurs membranaires peuvent
subir la protéolyse, conduisant a la libération de leur domaine extracellulaire, ou étre
sélectionnées par la machinerie d’endocytose pour étre internalisées via un ensemble de
processus cellulaires. Afin de déterminer les besoins de tels processus, les voies d’endocytose
doivent posséder une diversité considérable en termes de régulation, spécificité pour
différents transporteurs, et destination fondamentale dans les cellules. La voie d’endocytose

la plus étudi¢e implique la voie des vésicules a clathrine qui recouvre des invaginations de la
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membrane plasmique ou ont été recrutés les récepteurs de surface. Ensuite, a travers une série
d’étapes hautement régulées, ces invaginations sont étranglées et excisées pour former des
vésicules recouvertes de clathrine (Mukherjee et al., 1997 ; Kirchhausen, 2000b). Par cette
voie, les protéines internalisées se retrouvant dans les endosomes sont soit recyclées vers la
membrane plasmique, soit adressées au lysosome pour y étre dégradées. A chacune de ces
localisations cellulaires, le systéme ubiquitine-protéasome peut spécifiquement réguler la
disponibilité protéique par I'intermédiaire de différents mécanismes : il peut intervenir au
niveau du tri effectué par le réticulum endoplasmique ou au niveau de la membrane
plasmique (Strous et van Kerkhof, 2002). De surcroit, la liaison de la GH stimule la
conjugaison de I'ubiquitine au récepteur, son internalisation et sa dégradation. De plus le
systétme de conjugaison a ['ubiquitine, conduisant a la dégradation protéosomale, est
impliqué dans I’internalisation du GHR (Strous et al., 1996 ; Govers et al., 1997), alors
qu’une dégradation partielle de la molécule du GHR a lieu dans le lysosome (Murphy et
Lazarus, 1984 ; Yamada et al., 1987).

D’autres voies alternatives indépendantes des vésicules a clathrine peuvent également
intervenir dans le processus d’endocytose (pour revue, Johannes et Lamaze, 2002) comme
par exemple la voie des cavéoles (Sandvig et van Deurs, 2002). En revanche, ces derniéres ne
conduiraient pas les produits internalisés vers une voie de dégradation mais interviendraient

plutot dans leur trafic intracellulaire et dans les processus de signalisation cellulaire.

IV.1. L’internalisation dépendante de la voie des vésicules a clathrine

IV.1.1 Le systéme ubiquitine-protéasome

La voie de dégradation par le systéme ubiquitine-proteasome est la principale dans le
cadre d’une dégradation non lysosomale (Hershko et Ciechanover, 1998). Ce systéme,
impliqué dans la dégradation des protéines cytoplasmiques et des protéines qui n’ont pas subi
de tri au niveau du réticulum endoplasmique, joue également un rdle dans la régulation de
fonctions cellulaires (Plemper et Wolf, 1999). Parmi celles-ci, il est possible de citer le cycle
et la division, la différenciation et le développement cellulaires, la modulation des récepteurs
de surface cellulaire, I’'implication dans la réponse intracellulaire au stress et aux effecteurs
extracellulaires, 1’apoptose, la voie de sécrétion (transport protéique), et la réparation de
I’ADN (Bonifacino et Weissman, 1998 ; Schwartz et Ciechanover, 1999 ; Hershko et al.,

2000). La conjugaison de I'ubiquitine & un nombre restreint de protéines de la membrane
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plasmique déclencherait plutdt ’internalisation que la dégradation par le protéasome (Strous
et Govers, 1999).

La conjugaison a 1’ubiquitine, protéine globulaire de 76 acides aminés hautement
conservée chez les eucaryotes, implique un mécanisme en cascade de 3 étapes (Figure 16).
Premi¢rement, une enzyme El, «ubiquitin-activating enzyme », active ['ubiquitine en
formant une liaison de type thiol-ester hautement énergétique avec la glycine de 1’'ubiquitine
située dans le domaine C-terminal selon un processus dépendant de I’ATP. Puis une des
enzymes E2, « ubiquitin-conjugating enzyme » (enzymes de conjugaison a [’ubiquitine,
UBCs), accepte l'ubiquitine de 1’¢lément E1-S~ubiquitine par une réaction de trans-
thiolation impliquant le domaine C-terminal de I’ubiquitine. Enfin, une enzyme E3,
« ubiquitin protein ligase », catalyse le transfert de 'ubiquitine depuis I’intermédiaire E2-
S~ubiquitine vers un résidu lysine situé¢ sur le substrat. Comme I’enzyme E3 se lie
spécifiquement a ses substrats, elle joue un réle important dans la sélection des protéines
destinées a la dégradation. Dans quelques cas, E2 transfeére I’'ubiquitine activée directement
au substrat protéique. Ainsi, les enzymes E2 jouent également un rdle important dans la
reconnaissance du substrat (Strous et van Kerkhof, 2002). Au cours des réactions successives,
la chaine de poly-ubiquitine est synthétisée par un transfert construit d’unités d’ubiquitine
vers le résidu Lys48 déja conjuguée a 1’ubiquitine de la molécule qui la précede (Chau et al.,
1989). Les protéines poly-ubiquitinylées sont ensuite reconnues et dégradées par le complexe
du protéasome 26S situ¢ en aval. Puis 'ubiquitine libre est réutilisable pour de nouvelles
réactions de conjugaison (Varshavsky, 1997 ; Hershko et al., 2000 ; Jentsch et Pyrowolakis,
2000 ; Hoppe et al., 2001). Des enzymes de « désubiquitilation » analogues des phosphatases
jouent un réle important dans le contréle du rythme et de l’intensité du processus de
conjugaison (Wilkinson, 1997 ; Dupre et Haguenauer-Tsapis, 2001 ; Chen et al., 2002) et
sont indispensables a son homéostasie. Le protéasome 26S est une protéase cytosolique
composée de plusieurs sous unités (environ 2500 kDa) comprenant une particule centrale
catalytique 20S coiffée de part et d’autre par un complexe multiprotéique régulateur 19S
(Voges et al., 1999 ; Kloetzel, 2001). En régle générale, les substrats sont dégradés par le

protéasome en peptides de 8 a 11 acides aminés (Hoppe et al., 2001).
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Figure 16 : Régulation de la dégradation des protéines par le systéme ubiquitine/protéasome
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Les protéines substrats sont destinées a une dégradation par le protéasome suite a leur
conjugaison a un motif de polyubiquitine. La conjugaison du substrat a I'ubiquitine fait intervenir une
ubiquitine activase (E1), des ubiquitine conjugases (E2) et des ubiquitine ligases (E3). Le substrat
polyubiquitilé interagit avec le protéasome puis subit une dégradation progressive en petits
peptides. Les événements de régulation de ce processus incluent : 1) une accélération de la
désubiquitilation, 2) une modification de linteraction substrat protéasome, 3) le blocage du
déploiement du substrat. DUB : enzyme de désubiquitilation (d’aprés Dantuma et Masucci, 2002).

Ce systéme ubiquitine-protéasome est reconnu comme étant un systeme régulateur clé
dans les processus biologiques basiques tels que la régulation du cycle cellulaire, la
prolifération et la croissance cellulaire, la dégradation rapide de facteurs de transcription
impliqués dans les processus de transduction du signal. Ce systéme est ¢galement impliqué
dans le processus de translocation depuis la membrane plasmique vers les compartiments

intracellulaires par la voie des vésicules a clathrine.

1V.1.2 La conjugaison de 1’'ubiquitine au GHR

Dans les cellules de mammiferes, la protéine la mieux étudiée subissant ’endocytose

induite par 'ubiquitine est le GHR (Murphy et Lazarus, 1984). La conjugaison de
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I’'ubiquitine au GHR et I’internalisation du complexe hormone-récepteur qui en découle sont
des phénomenes qui agissent de concert afin d’aboutir a la dégradation compléte du GHR.

La conjugaison de I’ubiquitine au GHR dépend de [D’intégrit¢é du domaine
*?DSWVEFIELD?®', chez le lapin, localisée dans son domaine cytosolique, appelé motif
UDbE (Govers et al., 1999). Dans ce motif, les résidus F327 (F346 chez le rat) et D331 (D350
chez le rat) sont essentiels puisque la mutation ponctuelle de I'un de ces résidus affecte la
conjugaison a ’'ubiquitine et I’internalisation du récepteur via les vésicules a clathrine. Le
motif UbE servirait directement ou par I’intermédiaire de protéines adaptatrices de site
d’ancrage pour les enzymes du systéme ubiquitine, conduisant a la localisation du GHR au
niveau des puits membranaires recouverts de clathrine et a son internalisation (Strous et
Govers, 1999). Cependant, la liaison de 1'ubiquitine au GHR n’est pas nécessaire au
processus d’endocytose lui-méme (Govers et al., 1999 ; van Kerkhof et al, 2000). Van
Kerkhof et al. (2001a) ont montré que la conjugaison intervenait a la surface cellulaire avant
que I’étranglement des puits recouverts de clathrine n’ait lieu. Ce résultat suppose
I’antériorit¢ de I'ubiquitination par rapport a I’endocytose, montrant sa mise en place
seulement au niveau des invaginations membranaires recouvertes du manteau de clathrine.
Ainsi, l’internalisation du complexe GH-GHR, par la voie des vésicules a clathrine
nécessiterait le recrutement du systéme intact de conjugaison a 1’ubiquitine (Govers et al.,
1999). Par ailleurs, la conjugaison de 1'ubiquitine au GHR, son endocytose et sa dégradation
ont lieu indépendamment de la transduction du signal via Jak2 puisqu’une mutation dans la
boite 1 empéchant la liaison de Jak2, par conséquent la phosphorylation du GHR n’altére, en
rien D’internalisation du complexe, 1’état d’ubiquitination du GHR, son turnover ou son

transport vers la membrane plasmique (Alves dos Santos ef al., 2001a).

La machinerie de conjugaison de I'ubiquitine au GHR est rendue active via le motif
UbE ou les protéines auxiliaires et par la présence des puits recouverts de clathrine (van
Kerkhof et al., 2001a). Cette organisation complexe interviendrait dans le processus de
conjugaison de 1'ubiquitine et de la dégradation de facteurs afin d’assurer la liaison du GHR

protéines impliquées dans d’endocytose (Strous et van Kerkhof, 2002).
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IV.2. L’endocytose du complexe hormone-récepteur par la voie des vésicules a

clathrine

1V.2.1 Mécanisme général

IV.2.1.1. Description des vésicules a clathrine

Les vésicules recouvertes de clathrine constituent les premicres vésicules de transport
identifiées et demeurent les plus caractérisées. En effet, la clathrine, molécule de 180-190
kDa, a été caractérisée dans les années 70 (Pearse, 1975, 1976), suite a la découverte faite par
Roth et Porter dans les années 60 de vésicules recouvertes dans les oocytes d’insectes (Roth
et Porter, 1964). Le manteau de clathrine a ¢été identifié initialement par son apparence
moléculaire distinctive en microscopie é€lectronique constituée d’un treillage de clathrine
polygonal qui forme la carapace et le principal échafaudage du manteau. Isolée du manteau
vésiculaire, la clathrine se présente sous forme d’une « araignée », avec un trimere de chaines
lourdes de 190 kDa (475 A de long) radiant & partir d’un pivot central, chacune étant associée
(Kp=10") (Winkler et Stanley, 1983) a une chaine légére de 25 kDa environ (Kirchhausen et
Harrison, 1981 ; Ungewickell et Branton, 1981). Cette structure a été¢ dénommée triskéle ou

« triskelion » (Ungewickell et Branton, 1981) (Figure 17).
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Figure 17 : Formation des vésicules recouvertes de clathrine

Structure des vésicules recouvertes de clathrine obtenue aprés ombrage au carbone du répliquat de
la surface interne de fibroblastes de poulet observés en microscopie électronique a balayage (Aa).
La microscopie électronique a transmission permet d’observer les différents stades de formation de
ces vésicules (Ab,c) (Higgins et Mc Mahon, 2002). Le modéle d’'une cage a clathrine est représenté
en B avec une résolution de 21A obtenue par microscopie électronique (Kirchhausen, 2000).

Elles interviennent dans 1’endocytose de nombreux récepteurs transmembranaires et
dans le transport d’hydrolases lysosomales nouvellement synthétisées depuis le réseau

transgolgien vers le lysosome.

1V.2.1.2. Constitution des vésicules d’internalisation recouvertes de clathrine

L’endocytose est effectuée par I’assemblage séquentiel et progressif de molécules de
clathrine recouvrant les invaginations de la membrane plasmique, permettant la concentration
de transporteurs et de lipides dans les bourgeons émergeants conduisant a une déformation de
la membrane en bourgeon vésiculaire (Marsh et McMahon, 1999 ; Kirchhausen, 2000a ; De
Camilli et al., 2001). Ces bourgeons mirissent puis se détachent de la membrane donnant

naissance a des vésicules de clathrine libres dans le cytosol (Figure 18).
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Figure 18 : Les étapes clés de la formation des vésicules recouvertes de clathrine
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Les protéines adaptatrices (AP-2) se lient au transporteur spécifique mais également a la clathrine.
Les triskeles de clathrine se polymérisent en hexagones et pentagones de fagon a former une
cage conduisant a la déformation membranaire. Lorsque le manteau est pratiquement terminé, la
dynamine (assistée de protéines accessoires telles que I'endophiline) étrangle la vésicule. Puis, le
démantelement nécessite I’hydrolyse de I’ATP par Hsc70 et l'auxiline (d’aprés Kirchhausen, 2000).
AP-2 : « Adaptator-Protein », Hsc : protéine de choc thermique.

L’assemblage des bourgeons recouverts de clathrine est assisté d’une collection de
protéines, pour la plupart cytosoliques, souvent appelées protéines accessoires, constituant un
réseau dynamique d’interactions protéiques durant les différentes étapes de 1’endocytose
(Brodin et al., 2000 ; Slepnev et De Camilli, 2000 ; De Camilli ez al., 2001). Le manteau de
clathrine est assemblé sur la face cytoplasmique de la membrane plasmique et débute par le
recrutement d’un complexe adaptateur AP-2, hétérotétramere comprenant 2 grandes sous
unités chacune de 100 kDa (a et B2), et deux chaines plus petites de 50 et 20 kDa (p2 et 62,
respectivement). AP-2 interagirait, via sa sous unité nommée a-adaptine, avec le GHR de rat
lorsque son domaine cytoplasmique adopte une conformation de type « B-turn » (Vleurick et
al., 1999). Les molécules adaptatrices servent de lien entre la clathrine et la membrane
plasmique de facon a coordonner I’assemblage structurel du manteau en sélectionnant les

transporteurs et les lipides (Hirst et Robinson, 1998 ; Marsh et McMahon, 1999 ;
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Kirchhausen, 2000a,b). Dans de nombreux cas, le manteau contient une protéine
monomérique supplémentaire appelée AP180 dans les neurones et CALM dans les autres
tissus, qui définit la taille de la vésicule recouverte (Zhang et al., 1998 ; Nonet et al., 1999).
Ces protéines modulaires pourraient aider a 1’assemblage du manteau, a la fission
membranaire et a la coordination de ces événements avec les changements dans le
cytosquelette d’actine (Qualmann et al., 2000) et le métabolisme lipidique (Huttner et
Schmidt, 2000). La sous unité p2, en plus de son rdle joué dans le complexe adaptateur AP-2,

serait impliquée dans la régulation de la formation du manteau de clathrine (Figure 19).
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Figure 19 : Role de la phosphorylation de la sous unité y2 du complexe AP-2
dans la formation des vésicules recouvertes de clathrine

La phosphorylation de p2 est nécessaire entre I'assemblage d’'un nouveau puits recouvert et la
formation d’'un puits plus profondément invaginé. Elle aiderait au recrutement de la molécule a
internaliser. En revanche, aucune indication n’a encore été observée quant au moment de la
déphosphorylation (d’aprés Smythe, 2003). AP : « Adaptator-Protein ».

Sa phosphorylation serait nécessaire au moment de I’assemblage des puits
nouvellement recouverts formant des puits profondément invaginés. Ensuite, sa
déphosphorylation intervient au moment de la scission vésiculaire, stade auquel la vésicule se
libére de son encombrant manteau, pour faciliter la fusion consécutive de la vésicule avec

I’endosome précoce. De plus, ce démantelement serait bénéfique a la diminution des
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interactions entre les composants cytosoliques (Smythe, 2003). Désormais, le complexe AP-2
n’est plus considéré comme essentiel a la formation du manteau de clathrine, mais
interviendrait plutét dans le processus de recrutement des transporteurs membranaires
spécifiques de 1’¢lément a internaliser (Conner et Schmid, 2003a ; Motley et al., 2003). Lors
de I’assemblage progressif des bourgeons recouverts de clathrine et de leur maturation, la
membrane s’incurve progressivement jusqu’a ce qu’un profond puits recouvert de clathrine
se forme. La fission du puits recouvert nécessite 1’action d’une enzyme particuliere, la
dynamine GTPase, protéine accessoire participant a I’endocytose qui intervient aussi dans le
processus d’invagination par interaction avec 1’endophiline (Farsad et al., 2001 ; Guichet et
al., 2002). Alors que le mécanisme de fission n’est pas pleinement connu, il apparait
clairement que 1’hydrolyse du GTP par la dynamine organisée en anneaux oligomériques
autour du col des structures vésiculaires est nécessaire a leur scission (Hinshaw et al., 1995 ;
Takei et al, 1995 ; Schmid et al, 1998 ; Hinshaw, 2000 ; McNiven et al, 2000). Ce
processus pourrait avoir lieu par constriction directe (Sweitzer et Hinshaw, 1998), par
expansion hélicoidale des spirales de dynamine au niveau du col (Stowell et al., 1999) ou
avec I’aide d’effecteurs situés en aval (Sever et al., 1999) tels que I’endophiline transferase
(Ringstad et al., 1999 ; Schmidt et al, 1999). Enfin, les vésicules libres recouvertes de
clathrine subissent un rapide démantelement (Brodin et al., 2000 ; De Camilli et al., 2001).
La réaction de démantelement elle-méme implique le désassemblage du treillage polygonal
de clathrine par la protéine chaperonne hsc70 (« ATPase de démantélement »), membre de la
famille DnaK des protéines de choc thermique de 70 kDa. A elle seule, cette protéine affiche
une activité ATPase relativement basse mais pouvant étre substantiellement stimulée par
’auxiline, une protéine accessoire comprenant un domaine DnaJ (Ungewickell ef al., 1995).
L’auxiline aide également au ciblage de hsc70 vers les manteaux de clathrine en s’associant a
AP-2 et a la clathrine (Slepnev et De Camilli, 2000). Bien que hsc70 et I’auxiline participent
ensuite a la libération de AP-2 de la membrane, des études biochimiques ont identifié une
protéine de 100 kDa encore non caractérisée, susceptible d’intervenir lors de la libération
(Hannan et al., 1998). Etant donné ’association étroite entre AP-2, les phosphoinositides et
la protéine membranaire synaptotagmine, il n’est pas étonnant que des facteurs spécialisés
soient nécessaires au déclenchement de la libération de AP-2.

A la suite de ce démantelement, la clathrine est recyclée et les vésicules
« déshabillées » de clathrine peuvent fusionner avec un compartiment particulier, I’endosome
précoce ou EE pour « Early Endosome » accueillant les protéines membranaires assignées au

tri et a la dégradation. Les protéines destinées a la dégradation lysosomale sont incorporées
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dans des vésicules bourgeonnantes internes qui, dans les étapes tardives donnent naissance
aux MVB « Multi-Vesicular Body » ou endosome tardif (« late endosome »), alors que les
autres sont recyclées a la membrane plasmique via les endosomes de recyclage (Sachse et al.,

2002).

IV.2.2. L’internalisation du complexe GH-GHR, par les vésicules a clathrine et sa

régulation

L’endocytose du GHR est dramatiquement diminuée lorsque I’assemblage des
clathrines a la membrane plasmique est perturbé (Strous et al., 1996 ; Govers et al., 1997). Si
cet assemblage est bloqué par une diminution de la concentration en ions potassium au
niveau de la membrane plasmique, aucune conjugaison de I’'ubiquitine au GHR n’a lieu (van
Kerkhof et al., 2001). Cependant, lorsque l’invagination des vésicules est bloquée par
¢limination du cholestérol ou par utilisation d’un mutant de la dynamine, la conjugaison a
I’ubiquitine du GHR a lieu. Ceci indique que I'ubiquitination du GHR intervient au niveau de
la membrane plasmique (van Kerkhof et al., 2001), et suggere 1’existence d’un lien entre le
processus de conjugaison de l'ubiquitine et le recrutement du récepteur au niveau des
membranes recouvertes de clathrine. Afin de mieux comprendre la régulation des premieres
¢tapes de I’endocytose du GHR, la technique d’immunomarquage en microscopie
¢lectronique a été utilisée sur des cellules exprimant le GHR sauvage ou des mutants (Sachse
et al., 2001). Cette approche a permis d’étudier la présence du GHR a différentes étapes de la
formation de la vésicule recouverte de clathrine : treillage, puits ou vésicule. Les résultats
montrent qu’un motif UbE intact, au contraire de 1’'ubiquitination elle-méme, est nécessaire a
I’incorporation des complexes GH-GHR; dans les puits et vésicules recouvertes de clathrine.

Si le GHR est tronqué en position 349, un motif caché d’endocytose di-leucine
CPDTDRLL**®) devient actif et le motif UbE n’est plus nécessaire pour I’internalisation
dépendante du ligand (Govers et al., 1998). La présence de ce signal d’internalisation
suggere qu’une partie du domaine cytosolique du GHR (résidus 349-638) peut étre absente

sans empécher I’internalisation puisque sa suppression dévoile un motif actif d’endocytose.
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1V.2.3. Le tri protéique endosomal suivi de la dégradation lysosomale du complexe

GH-GHR,

IV.2.3.1. L ¢étape de tri protéique et de recyclage endosomal

Suite & leur capture par les vésicules recouvertes de clathrine, les complexes GH-
GHR; sont délivrés aux endosomes précoces normalement dépourvus de protéines de
revétement. La membrane endosomale a une apparence lipidique caractéristique et se trouve
de facon prédominante au niveau des endosomes précoces. Cependant, il est possible de
rencontrer certains de ces endosomes recouverts de clathrine dans plusieurs types cellulaires
(Stoorvogel et al., 1996 ; de Wit et al., 1999). L’observation la plus étonnante est la présence
de GHR destinés a la dégradation lysosomale au niveau des membranes endosomales

recouvertes de clathrine (Sachse ef al., 2002) (Figure 20).
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Figure 20 : Modéle de la rétention des récepteurs destinés a la dégradation
au niveau des aires membranaires de I’endosome recouvertes de clathrine

Rétention dans le revétement bicouche des récepteurs destinés a étre dégradés par le lysosome.
Les protéines destinées au recyclage ne sont pas retenues au niveau de la bicouche de clathrine et
s’accumulent dans les endosomes de recyclage (d’aprés Sachse et al., 2002).
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Ceci suggere un role pour le manteau de clathrine dans le tri endosomal. Avant
I’incorporation dans les MVB, les complexes hormone-récepteur seraient concentrés dans la
zone recouverte de ’endosome précoce (Sachse et al., 2002). L’absence des complexes GH-
GHR; au niveau des endosomes de recyclage riches en transferrine et leur présence dans les
vésicules intra-endosomales, notamment les vésicules internes des MVB, supposent un tri et
un ciblage efficaces des complexes vers le lysosome (Futter ef al., 1996), ce qui est en accord
avec une dégradation rapide de la GH internalisée décrite par Govers et al. en 1998. Le motif
UbE est nécessaire au recrutement du GHR dans les MVB pour la dégradation lysosomale
(van Kerkhof et al., 2001b ; Sachse et al., 2002).

Les protéines peuvent également étre recyclées vers des endosomes de recyclage qui
retournent directement a la membrane ou sont transférées transitoirement a la région
périnucléaire, ou 1’appareil de Golgi contient en plus du pool de GHR recyclés, de grandes

quantités de GHR nouvellement synthétisés (Vleurick, 1999).

Le systéme ubiquitine-protéasome intervient de diverses manieres dans la régulation
du tri protéique siégeant dans I’endosome (Lemmon et Traub, 2000 ; Sachse et al., 2002).
Bien que ceci n’ait pas été caractérisé pour le GHR, il existe une protéine adaptatrice tyrosine
kinase conjuguée a I'ubiquitine, c-Cbl (Miyake et al., 1998), impliquée dans la médiation de
la conjugaison de I’'ubiquitine & ’EGF-R (Levkowitz ef al., 1998), au PDGF-R (Miyake ef al.,
1998), et a ErbB2 (Levkowitz et al., 2000). Agissant comme une ligase d’ubiquitine, c-Cbl
reconnait les substrats tyrosine phosphorylés via son domaine SH2 puis recrute et active une
enzyme de conjugaison a 1’ubiquitine E2 via son domaine RING (Joazeiro ef al., 1999). Au
niveau de 1’endosome, c-Cbl agirait pour faciliter le tri de EGF-R dans les endosomes,
atténuant de cette fagon la signalisation des kinases (Levkowitz et al, 1998 ; Longva et al.,
2002). La conjugaison a 1'ubiquitine de I’EGF-R peut avoir lieu a la surface cellulaire, mais
le role de ce phénomene dans 1I’endocytose demande a étre confirmé (Stang et al., 2000).

De plus, les inhibiteurs du protéasome (MG132, lactacystine) empéchent
’internalisation et le transport du GHR de I’endosome vers le lysosome (van Kerkhof et al.,
2000, 2001b). Le protéasome n’est plus inhibé lorsque le récepteur est tronqué a partir du
résidu 369, suggérant que le GHR ou les protéines associées doivent étre dégradés par le
protéasome avant que I’internalisation n’ait lieu (van Kerkhof ef al., 2000 ; Sachse et al.,
2002). Ces résultats indiquent une régulation du turnover du GHR par le systéme ubiquitine-

protéasome au moment de I’internalisation depuis la membrane plasmique mais également
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durant le transport des endosomes vers le lysosome. Il existe une différence remarquable
dans I’implication du systéme ubiquitine-protéasome entre le trafic du GHR et celui d’autres
protéines membranaires. En effet, dans la plupart des cas, le systéeme ubiquitine-protéasome
intervient apres la phosphorylation du substrat (Hicke et al., 1998 ; De Craene et al., 2001),
mais la voie de transduction du signal via Jak2 n’étant pas impliquée dans I’endocytose
dépendante du systéme ubiquitine-protéasome (Alves dos Santos et al., 2001a), et qu’aucun
autre type de phosphorylation n’a encore été observé, il semblerait que dans ce cas, le
systéme ubiquitine agisse directement sur le GHR comme régulateur primaire dans le trafic
du GHR (Strous et Gent, 2002). Cependant, la technique de co-immunoprécipitation des
complexes GH-GHR, (avec le GHR entier ou tronqué : GHR,;369) avant et suite a
I’endocytose a montré que Jak2, aussi bien que d’autres protéines activées, sont liées au GHR
a la surface cellulaire mais également dans les endosomes. Ces résultats suggérent la
poursuite de la transduction du signal aprés ’endocytose et la présence du GHR, entier ou

tronqué au niveau de I’endosome (Alves dos Santos et al., 2001b).

IV.2.3.2. La dégradation lysosomale du complexe GH-GHR;

Dans les vésicules d’endocytose, le pH légérement acide est suffisant pour dissocier
le complexe hormone récepteur, permettant un traitement et un devenir différent pour la GH
et son récepteur. Cependant, I’existence d’une colocalisation de la GH et de son récepteur
suggere que 1’hormone et le GHR sont traités dans les mémes compartiments. La GHBP
serait générée dans le lysosome par protéolyse du GHR entier. Van Kerkhof et Strous (2001)
proposent un mode¢le de dégradation séquentielle du complexe GHR (Figure 21). La
dégradation de la région cytosolique du GHR serait effectuée par le protéasome et celle de la
partie luminale par le lysosome. Ce modele expliquerait la présence du motif d’endocytose
latent en position 347 qui peut étre dévoilé lors de la dégradation protéosomale au niveau de

la membrane plasmique (Govers et al., 1998).
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1V.2.4. La régulation de la disponibilité en GHR

Pendant I’exposition a la GH, les quantités de récepteurs associés a la membrane
plasmique et stockés dans les compartiments intracellulaires diminuent nettement.
L’utilisation d’inhibiteurs du protéasome ou de Jak2 montre que ces 2 éléments contrdlent
essentiellement la dégradation des récepteurs (Moulin et al., 2003) (Figure 22). Jak2 et le
protéasome coopéreraient pour limiter la quantité de récepteurs nouvellement synthétisés
disponibles a la surface cellulaire lors d’une stimulation prolongée par la GH. Moulin et al.
(2003) ont proposé¢ un modele de régulation négative du trafic du GHR dans les cellules
CHO. En effet, une partie du pool de GHR est a la surface, mais la plupart est stockée dans
les compartiments intracellulaires tels que le réticulum endoplasmique et le réseau
transgolgien. Suite a la liaison de la GH, les GHR de surface sont internalisés puis dirigés
vers ’endosome précoce, envoyé€s au lysosome pour la dégradation et ne sont pas recyclés.
Une grande partie des GHR stockés dans la cellule ne sont pas ciblés efficacement a la
surface cellulaire a la suite d’une stimulation par la GH, suggérant ’envoi de ces récepteurs
directement vers les compartiments de dégradation. Cette voie est inhibée par 1’utilisation de
I’antagoniste B2036, des inhibiteurs de Jak2 (AG490, LLnL) et du protéasome (MG132,
lactacystine), suggérant également un role pour Jak2 dans cette nouvelle voie de régulation.

Ce processus de régulation du trafic des GHR aurait pour but de contrdler la quantité
de GHR disponibles par I’activation de Jak2 et du protéasome afin de participer a la

disponibilité des GHR a la surface suite a un pulse hormonal (Moulin et al., 2003).
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Figure 22 : Modéle proposé pour la réqulation du trafic intracellulaire du GHR
dans des cellules CHO

La majeure partie des GHR est stockée dans les compartiments intracellulaires. Suite a la
stimulation par la GH, les complexes GH-GHR; sont internalisés vers la voie de dégradation. Jak2
et le protéasome semblent étre partiellement impliqués dans la voie de dégradation des
récepteurs internalisés. Une grande partie des GHR stockés n’est pas ciblée efficacement a la
surface cellulaire : ces récepteurs seraient directement envoyés vers les compartiments de
dégradation. Cette voie serait régulée par Jak2 et le protéasome (d’aprés Moulin et al., 2003).
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IV.3. L’internalisation indépendante des vésicules a clathrine

D’autres voies qui n’utilisent pas celle des puits recouverts de clathrine ont également
été observées. C’est en ¢étudiant I'implication de molécules accessoires (e.g., ’epsine qui
s’associe au complexe AP-2) permettant la mise en ceuvre de I’internalisation des vésicules a
clathrines, que I’importance physiologique de I’endocytose indépendante de la clathrine a été
établie (Chen et al., 1998 ; Benmerah et al., 2000 ; pour revue, Johannes et Lamaze, 2002).
Ces voies n’utilisent pas de systémes connus pour le recrutement de transporteurs et le
bourgeonnement d’intermédiaires de transport. A la place, elles exploitent I’hétérogénéité
latérale de la composition lipido-protéique de la membrane plasmique pour sélectionner les
transporteurs aussi bien que les composants structuraux des microdomaines de la membrane
plasmique.

L’imagerie de protéines couplées a la GFP et d’analogues lipidiques conjugués a un
fluorochrome dans des cellules vivantes a permis de visualiser des mouvements de molécules
par des voies dépourvues de clathrine et, de cette fagon, leur étude (Nichols et al., 2001 ;
Pelkmans et al, 2001 ; Puri et al, 2001). La possibilit¢ que quelques unes de ces voies
dépendent de domaines lipidiques spécialisés ou « lipid-rafts » a accentu¢ I’intérét porté par
les «rafts » dans ces voies de capture, supposées constituer des plates-formes pour la
classification de la membrane et les événements de signalisation (Simons et Ikonen, 1997).
Désormais, I’existence de ces voies alternatives n’est plus matiere a controverse et les efforts
actuels ont pour but d’¢lucider la machinerie moléculaire de ces processus d’internalisation

pauvrement caractérisés et de comprendre leurs roles physiologiques dans la cellule.

1V.3.1. Les différentes voies indépendantes du manteau de clathrine

Les voies d’endocytose qui ne dépendent pas de la formation du manteau de clathrine
incluent les voies les plus précocement identifiées, notamment la phagocytose, la pinocytose
processus regroupant la macropinocytose, la voie des cavéoles et d’autres voies
indépendantes des cavéoles ou des vésicules recouvertes de clathrine (pour revue, Conner et
Schmid, 2003b). La phagocytose est la capture de grandes particules par les cellules selon un
processus basé sur les réarrangements locaux du cytosquelette d’actine. Chez les eucaryotes,
les cellules phagocytaires sont essentielles a la défense de 1’hote contre I’invasion de
pathogénes, et la phagocytose contribue a I’inflammation et a la réponse immunitaire. De

plus, I’engloutissement, définie comme « clairance phagocytaire » des corps cellulaires
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générés par I’apoptose, joue un role clé dans ’homéostasie tissulaire. La macropinocytose est
une réponse transitoire aux facteurs de croissance et agents mitogéniques qui contribue a la
capture de phase fluide par I’intermédiaire de grandes vésicules de tailles hétérogenes. Des
invaginations non recouvertes qui se détachent pour former des vésicules lisses sont
communément observées par microscopie conventionnelle dans différents types cellulaires et
participent a la capture de la phase fluide. Puis d’autres microdomaines spécialisés, tels que
les radeaux lipidiques, « lipid-rafts», ou les cavéoles, enrichis en cholestérol et
glycosphingolipides interviennent dans [Iinternalisation et dans d’autres processus

biologiques.

1V.3.2. La voie des cavéoles

Les cavéoles caractérisées par leur forme typique en oméga inversé sont
particulierement abondantes dans les cellules endothéliales, ce qui a facilité 1’observation de
ces petites invaginations de la membrane plasmique (Palade, 1953 ; Yamada et al., 1955).
Bien que la description des cavéoles ait précédé de 10 années celle des vésicules a clathrine,
leur role a été plus difficile a caractériser. L’identification d’une protéine particulic¢re, la
cavéoline-1 (c¢f- §1V.3.2.2.1), par ’équipe d’Anderson en 1992 (Rothberg et al., 1992), en
tant que protéine intégrale de cavéoles liant le cholestérol, a accéléré la caractérisation
moléculaire de ces organites (Kurzchalia et Parton, 1999). Biochimiquement, les cavéoles
peuvent étre isolées comme les membranes résistantes au détergent (DRMs pour « Detergent-
resistant membranes ») enrichies en cholestérol libre et glycosphingolipides. De nombreuses
fonctions on été assignées aux cavéoles, incluant ’endocytose et la transcytose, le transport
et ’homéostasie du cholestérol et, les régulations positives et négatives des signalisations
induites par les facteurs de croissance et récepteurs couplés aux protéine G, NO, Ras (pour
revue, van Deurs ef al., 2003). Ces structures fonctionneraient ainsi comme des plates-formes
de signalisation au niveau de la membrane plasmique (pour revue, Johannes et Lamaze,

2002).

IV.3.2.1. Description structurale des cavéoles

Les cavéoles apparaissent typiquement comme des invaginations de membranes
arrondies de 50 a 80 nm de diamétre (Figure 23). Leurs composition, apparence et fonction

sont dépendantes du type cellulaire. Dans les cellules endothéliales, les cavéoles peuvent étre
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plus étranglées au niveau du col, ou bien elles peuvent contenir un diaphragme limitant la
diffusion (Stan et al., 1997, 1999). Dans les cellules musculaires, elles sont souvent
organisées en groupes ou en rangs linéaires de plusieurs unités ayant la forme de fiole et sont
impliquées dans la formation des tubules T (Parton et al., 1997 ; Carozzi et al., 2000). Au
niveau des cellules épithéliales en culture, les cavéoles sont ouvertes vers le milieu
extracellulaire, ne comprennent pas de diaphragme et apparaissant sous la forme

d’indentations individuelles ou de grappes (Montesano ef al., 1982 ; Rothberg et al., 1992).

Figure 23 : Cavéoles sur la membrane plasmique de fibroblastes

Photographie obtenue par microscopie électronique a transmission (A) d’'une coupe de fibroblaste
montrant les cavéoles sous forme dinvaginations de la membrane plasmique et par
cryodécapage en microscopie électronique a balayage (B). De nombreuses cavéoles décorent sur
la face cytoplasmique de la membrane plasmique (Shaul et Anderson, 1998).

Les techniques de microscopie électronique a balayage haute résolution (Peters ef al.,
1985) et de congélation rapide (Rothberg et al., 1992) appliquées a des cellules endothéliales
et a des fibroblastes ont révélé, sur la face cytoplasmique des cavéoles, la présence de crétes
caractéristiques disposées comme des méridiens (Peters et al, 1985) ou des spirales
(Rothberg et al.,, 1992). Ces crétes forment un « manteau », trés différent de I’aspect du
revétement de clathrine, présent sur la face cytoplasmique des puits et vésicules recouvertes.

Le manteau cavéolaire a été étudié biochimiquement : il se trouve résistant a I’extraction par
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les sels (Rothberg et al., 1992), aux pH ¢élevés (Rothberg et al., 1992 ; Kurzchalia et al.,
1994), et aux détergents non ioniques (Kurzchalia ef al, 1992). Des modeles similaires de
crétes décorent les cavéoles invaginées aussi bien que des portions de la membrane
plasmique avec différents degrés de courbure, indiquant le dynamisme de ces structures
(Rothberg ef al., 1992). Une protéine membranaire intégrale, nommée VIP-21 puis cavéoline
(Parton, 1996 ; Anderson, 1998 ; Kurzchalia et Parton, 1999 ; Smart et al., 1999), entre dans

la composition structurale des cavéoles (cf. §1V.3.2.2.1).

IV.3.2.2. Composition des cavéoles

1V.3.2.2.1. La famille des cavéolines

Un événement considérable dans les recherches sur les cavéoles a été accompli par la
démonstration immunocytologique de la présence de la cavéoline en tant que composant des
crétes formant le manteau cavéolaire (Rothberg et al., 1992). De plus, I’expression induite de
cavéoline est suffisante pour conduire a la formation de novo de cavéoles dans les
lymphocytes ou les cavéolines ne sont normalement pas exprimées et les cavéoles absentes
(Fra et al., 1994). Les cavéolines sont également présentes au niveau du réseau transgolgien
(Kurzchalia et al., 1992 ; Dupree et al., 1993) et dans un nouvel organite récemment identifié,
le cavéosome (cf. §1V.3.2.3.1.2) (Pelkmans ef al., 2001).

La cavéoline-1 fait partie d’une famille de génes comprenant également ceux codant
pour la cavéoline-2 (Scherer et al., 1996) et la cavéoline-3 (Way et Parton, 1996). Les
cavéolines-1 et -2 ont des distributions tissulaires similaires, s’exprimant dans la plupart des
types cellulaires chez les mammiferes (Kurzchalia et al., 1994 ; Parton, 1994 ; Scherer et al.,
1997 ; Scheiffele et al., 1998), dont les cellules endothéliales (Garcia-Cardena et al., 1997) et
possedent toutes deux des isoformes (o et B pour la cavéoline-1 et a, B et y pour la cavéoline-
2), alors que la cavéoline-3 n’est produite que par les cellules musculaires (Way et Parton,
1996 ; Tang et al., 1996).

La cavéoline-1, longue de 178 acides aminés, est une phosphoprotéine de 22 kDa qui
a été a l'origine identifiée comme substrat de phosphorylation de v-src dans les fibroblastes
transformés par le Virus de Sarcome de Rous (Glenney, 1992 ; Glenney et Soppet, 1992).
Elle a été clonée indépendamment sous le nom de VIP-21, composant des vésicules du
réseau transgolgien (Kurzchalia ef al., 1992, 1994). Deux isoformes de la cavéoline-1 ont été

découvertes : la cavéoline-lo contenant la séquence aminée 1-178 et la cavéoline-1f3
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comprenant les résidus aminés 32 a 178. La cavéoline-1p était supposée résulter de 1’épissage
alternatif du méme ARNm codant pour la cavéoline-1a, mais récemment, Kogo et Fujimoto
(2000) ont démontré leur traduction a partir de messagers différents eux-mémes issus de
I’initiation alternative de la transcription. La cavéoline-1 est phosphorylée soit sur les sites
sérine/thréonine par la PKCa (Smart et al., 1995 ; Mineo et al., 1998 ; Isshiki et Anderson,
1999) soit sur les résidus tyrosine (Tyrl4 étant le plus important) par c-src et probablement
par d’autres récepteurs de types non RTK (Glenney et Soppet, 1992 ; Li et al, 1996a;
Tiruppathi et al., 1997 ; Aoki et al, 1999 ; Nomura et Fujimoto, 1999). La phopshorylation
sur les résidus tyrosine semble se produire principalement sur la cavéoline-la. Cette
caractéristique ainsi que la distribution apparemment différentes des isoformes entre les
cavéoles profondément invaginées (contenant les 2 isoformes) et les cavéoles moins
invaginées (contenant seulement cavéoline-1B) semble étre la différence fondamentale
détectée jusqu’a présent entre les deux isoformes de cavéoline-1 (Fujimoto et al., 2000).

Les cavéolines comprennent toutes un domaine central hydrophobe long de 33 acides
aminés (résidus 102-134 pour la cavéoline-1) adoptant une conformation en épingle a
cheveux dans la membrane plasmique (Figure 24), permettant aux domaines C- et N-
terminaux de faire face au cytoplasme (Dupree et al., 1993 ; Dietzen et al., 1995 ; Monier et

al., 1995), configuration acquise des la traduction au niveau du réticulum endoplasmique.
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Figure 24 : Structure de la cavéoline-1a et son insertion membranaire caractéristique

La région N-terminale contient le CSD (« Caveolin Scaffolding Domain ») essentiel a la formation
des oligoméres de cavéolines et a l'interaction avec d’'autres protéines. Le résidu tyrosine 14 (Y14)
constitue un substrat pour la kinase Src. Les résidus cystéine133, 143 et 156 (C133,143,156) Sont des
sites de palmitoylation permettant d’améliorer 'ancrage membranaire. Les domaines C- et N-
terminaux font tous deux face au cytoplasme grace au domaine transmembranaire présentant une
forme en épingle a cheveux (d’aprés van Deurs et al., 2003). MS : « Membrane-Spanning domain ».

82



Les cavéolines-1 et -3 sont capables de former des homo-oligoméres (Lisanti et al.,
1994 ; Monier et al., 1995 ; Sargiacomo et al., 1995) ou hétéro-oligomeres avec la cavéoline-
2 (Scherer et al., 1997 ; Scheiffele et al., 1998) (cf- §1V.3.2.2.1) par I'intermédiaire d’une
région d’oligomérisation comprenant les acides aminés 61 a 101 (pour la cavéoline-1),
proche de I’extrémité N-terminale du domaine d’insertion membranaire (Sargiacomo et al.,

1995). Cette étape a lieu dans I’appareil de Golgi (Figure 25).

Figure 25 : Formation des oligoméres de cavéoline

La cavéoline, via son domaine CSD, interagit avec une autre molécule de cavéoline afin de
former un oligomere (d’aprés van Deurs et al., 2003). CSD : « Caveolin Scaffolding Domain ».

Une caractéristique trés importante pour les cavéolines est leur capacité d’interagir
avec d’autres protéines (Parton, 1996 ; Okamoto ef al., 1998) grace a un domaine particulier,
le « Caveolin Scaffolding Domain » ou CSD (Li et al, 1996a), situé dans la région
d’oligomérisation de la protéine (résidus 81-101 pour la cavéoline-1). Ce domaine est
¢galement indispensable a ’ancrage de la protéine dans la membrane cellulaire (Schlegel et
al., 1999) grace a 7 résidus hydrophobes qui s’associeraient a la bicouche lipidique (Wimley
et White, 1996). La région C-terminale (résidus 135-178) permet quant a elle I’interaction
entre les oligoméres de cavéolines (Song et al., 1997) de fagon a former un filament. Les
cavéolines -1 et -3, au contraire de la cavéoline-2, sont palmitoylées sur 3 résidus cystéine
(Cys133, Cysl43 et Cys156) (Monier et al., 1996) de la région C-terminale mais ne sont pas
indispensables a 1’adressage de la protéine aux cavéoles (Dietzen et al., 1995). Dans les
cellules endothéliales, la palmitoylation semble étre un événement post-traductionnel
irréversible, différence non négligeable par rapport aux autres protéines acylées ou la

palmitoylation réversible peut subir une régulation (Dunphy et Linder, 1998 ; Parat et Fox,
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2001). La palmitoylation stabiliserait les oligomeres de cavéolines (Monier et al., 1996) en
améliorant I’association de la protéine aux membranes (Parat et Fox, 2001). Le transport
vésiculaire de la protéine depuis I’appareil de Golgi vers la membrane plasmique nécessite en
plus de son oligomérisation, la présence de la séquence aminée 71-80 de la cavéoline-1 (Liu

et al., 2002).

1V.3.2.2.2. Formation du manteau des cavéoles

Les caractéristiques structurelles des cavéolines leurs conférent la capacité de
s’oligomériser, notamment grace a leur domaine d’oligomérisation (Sargiacomo et al., 1995).
Cependant, il a ét¢ démontré que la formation du manteau cavéolaire exigeait la présence des
isoformes 1 et 3 : la présence de la cavéoline-2 seule ne suffit pas a induire son trafic jusqu’a
la membrane plasmique, qui s’arréte au niveau de 1’appareil de Golgi (Scheiffele et al., 1998 ;
Mora et al., 1999 ; Parolini et al.,, 1999). La cavéoline-2 jouerait ainsi un réle de protéine
accessoire qui n’agit qu’en combinaison avec la cavéoline-1 ou -3.

Récemment 1’équipe d’Anderson a proposé¢ un modele de mécanisme d’assemblage
du filament de cavéoline (Fernandez et al, 2002), base de la formation du manteau des
cavéoles. Des techniques biophysiques ont permis d’obtenir des informations sur les
structures secondaires et tertiaires des fragments N-terminaux de cavéoline-1 en solution. Ils
ont déterminé une organisation en hélice a pour environ 20% de la protéine : la séquence 79-
96 présente dans le domaine d’oligomérisation semble étre la région concernée et constitue la
seule structure secondaire du domaine N-terminal (Figure 26). Par coloration négative en
microscopie électronique, les oligomeres de cavéoline apparaissent s’organiser en filaments
composés d’approximativement 5 sous unités de 10 nm de diamétre, sur une longueur de 50
nm. Chaque sous unité est composée de 7 copies du domaine monomérique N-terminal de la
construction de cavéoline utilisée pour réaliser 1’étude. La région en hélice a du domaine
cytoplasmique induirait effectivement I’assemblage des sous unités. Les résultats obtenus par
centrifugation analytique et sédimentation ont permis de corroborer les résultats obtenus en
microscopie €lectronique, a savoir que la particule formant le maillon de base de construction
du filament est constituée de 7 monomeres de cavéoline assemblées latéralement les unes aux
autres par I’intermédiaire de leurs régions 79-96 organisées en hélice a. La partie acide des
résidus aminés située dans la région 67-70 se lierait aux résidus basiques permettant de
constituer la structure d’hélice en vrille, causant ’enroulement de la région N-terminale

autour de I’hélice.
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Figure 26 : Structure tridimensionnelle de la cavéoline-1

Un modele de I'hélice a de la cavéoline-1 est présenté en A. Les extrémités de la protéine sont
tronquées car leur localisation est encore mal définie. Cette partie de la molécule contribuerait a
la taille de I'unité fonctionnelle, comme cela est schématisé par le nuage entourant I'hélice. Une
image obtenue par cryodécapage montre le manteau filamentaire de cavéoline (B). En C est
représenté la structure heptamérique de cavéoline-1. Chaque monomeére de cavéoline-1 est lié
'un a l'autre par des interactions latérales entre les hélices a et les parties associées de la
molécule (d’apres Fernandez et al., 2002). Barre d’échelle : 0,1 pm.

Le segment d’insertion membranaire et la région C-terminale semblent étre peu
impliqués dans ’assemblage de 1’heptamére de cavéoline, mais influencerait profondément

la formation du filament. L’hélice a de la cavéoline-1 est juxtaposée a la boucle hydrophobe
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insérant la molécule dans la membrane. Par conséquent, chaque hélice dans 1’heptamere
possede une boucle hydrophobe s’intégrant dans la membrane. De plus, 2 des 3 résidus de
palmitate liés de facon covalente a Dextrémité C-terminale de la région d’insertion
membranaire font partie de ’ancre membranaire. Ces résidus palmitate seraient critiques
pour les interactions de la cavéoline avec le cholestérol (Uittenbogaard et Smart, 2000).
D’apres ce modele, il est facile d’apprécier le controle de ’assemblage du filament par les
lipides tels que le cholestérol qui augmente la stabilité des interactions latérales entre les sous

unités circulaires (cf. §1V.3.2.2.4).

1V.3.2.2.3. Implication d’autres protéines dans la structure des cavéoles

La dynamine entre également dans la composition des cavéoles (Henley ef al., 1998 ;
Oh et al., 1998). 1l s’agit de la méme GTPase impliquée dans la formation des vésicules
recouvertes de clathrine (Hinshaw, 2000). Cette protéine est localisée au niveau du col des
indentations cavéolaires (Henley et al., 1998 ; Oh et al., 1998), indiquant son implication
dans I’étranglement des cavéoles de la méme fagon que lors de la fission des vésicules a
clathrine (De Camilli et al., 1995 ; Sever et al, 2000). Dans le cas de ’internalisation du
virus SV40 par les cavéoles, la dynamine 2 présente une localisation membranaire réduite a 8
secondes (Pelkmans et al., 2002), suggérant le caractére passager de cette protéine dans la
composition des cavéoles. Elle appartiendrait a un groupe de facteurs recrutés en réponse a
des signaux spécifiques. Les cavéoles contiennent également toute la machinerie moléculaire
nécessaire a l’accostage et a la fusion vésiculaire : VAMP, NSF, SNAP, I’annexine et
d’autres GTPases (Schnitzer ef al., 1995).

De plus, les cavéoles sont enrichies en protéines associ¢es au GPI (Glycosyl-
Phosphatidyllnositol) et plusieurs récepteurs de types RTK et non RTK (Lisanti et al., 1993 ;
Sargiacomo et al., 1993). Puisque ces kinases sont impliquées dans les événements de la
transduction du signal, les cavéoles sont supposées constituer des sites spécifiques pour la

transmission du signal (Anderson, 1998 ; Simons et Toomre, 2000) (cf: §1V.3.2.3.2).

1V.3.2.2.4. Composition lipidique

Des études effectuées en microscopie ¢€lectronique ont permis de fournir des
indications sur la composition lipidique spécifique des membranes cavéolaires dans

différents types cellulaires. L’utilisation de sondes liant le cholestérol a montré
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I’enrichissement des cavéoles en cholestérol (Simionescu et al., 1983 ; Fujimoto et al., 1997).
Les études qui en découlérent ont démontré que la cavéoline-1 est trés étroitement liée au
cholestérol libre et qu’elle s’associe également aux liposomes artificiels uniquement a la suite
d’une incorporation de cholestérol (Murata ef al., 1995 ; Li et al., 1996b ; Thiele et al., 2000).
De plus, le cholestérol est nécessaire a la stabilisation des oligoméres de cavéoline (Monier et
al., 1996). Ces résultats se superposant a la sensibilité de I’architecture des cavéoles a une
réduction de la concentration et de I’oxydation du cholestérol (Rothberg et al., 1992 ; Smart
et al., 1994) ont établi les cavéoles comme des microdomaines membranaires enrichis en
cholestérol. D’autres études ont montré la présence d’une concentration en sphingolipides
(sphingomyéline, céramide, gangliosides) du coté exocytoplasmique de la bicouche
membranaire (Parton, 1994 ; Liu et Anderson, 1995 ; Schnitzer et al., 1995d ; Fujimoto, 1996,
Fujimoto et al., 1997). La liaison de la cavéoline-1 a des glycophospholipides (tels que le
ganglioside GM1) (Fra et al., 1995) et a des acides gras (Trigatti et al., 1999) ont é¢galement
été indiqués. Cette composition lipidique - cholestérol, sphingomyéline, glycosphingolipides
et acides gras saturés - est similaire a celle des radeaux lipidiques, microdomaines
membranaires se formant dans tous types cellulaires (Ahmed et al., 1997 ; London et Brown,

2000 ; Simons et Toomre, 2000).

1V.3.2.3. Role des cavéoles et de la cavéoline dans les fonctions cellulaires

IV.3.2.3.1. Role dans le processus d’endocytose

IV.3.2.3.1.1. La dynamique des cavéoles

Lorsque les cavéoles ont été découvertes (Palade, 1953 ; Yamada, 1955), leur premier
role attribué a été le transport transcellulaire de protéines sériques depuis le flux sanguin vers
les tissus a travers la couche de cellules endothéliales. Depuis, leur rdle s’est étendu au
processus d’endocytose constitutif opérant en parallele a celui des vésicules a clathrine. Ceci
est di a la présence du manteau de cavéoline décorant leur surface (Sandvig et van Deurs,
2002).

Cependant, une étude récente sur les propriétés dynamiques des cavéoles infirme cette
hypothése. Des protéines de fusion cavéoline-1-GFP ont été exprimées dans différentes
lignées cellulaires et étudiées par des techniques variées d’extinction de fluorescence (FRAP)

et d’imagerie sur cellules vivantes (Thomsen et al., 2002). En accord avec la distribution de
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cavéoline-1 endogene, la cavéoline-1-GFP apparait aussi bien associée a la membrane
plasmique qu’au réseau transgolgien, aux endosomes et également avec un nouvel organite
identifié, le cavéosome (cf- §1V.3.2.3.1.2) (Pelkmans et Helenius, 2002). Cette approche a
révélé une mobilité du pool intracellulaire de cavéoline, supportant 1’idée que les vésicules
associées a la cavéoline sont impliquées dans le trafic entre différents compartiments (Liu et
al., 2002 ; Nichols, 2002 ; Thomsen et al., 2002). En revanche, la cavéoline-1-GFP associée
aux cavéoles de la membrane plasmique restait hautement immobile. La fraction mobile des
cavéoles n’excede pas 20%, indiquant la séquestration de la protéine au niveau des cavéoles
dés son insertion dans la membrane plasmique via les vésicules mobiles du réseau
transgolgien (Liu et al., 2002). Ce comportement mime celui de la molécule d’adhésion
cellulaire E-cadhérine, qui a initialement une fraction mobile élevée, mais qui, lorsqu’elle est
stabilisée par le cytosquelette d’actine dans les plaques de jonction, voit cette mobilité chuter
a moins de 10% (Thomsen et al., 2002). Ainsi, la stabilit¢ observée des cavéoles de la
membrane plasmique est incompatible avec le role qui leur est prété dans I’endocytose
constitutive.

Des études biochimiques et ultrastructurales ont indiqué une association des cavéoles
au cytosquelette d’actine (Stahlhut et van Deurs, 2000 ; Kanzaki et Pessin, 2002 ; Mundy et
al., 2002 ; Sun et al., 2003), par I’intermédiaire de la filamine identifiée comme ligand de la
cavéoline-1. De plus, le traitement de cellules exprimant la cavéoline-1-GFP avec de la
cytochalasine D qui dépolymérise le cytosquelette d’actine, conduit a I’augmentation de la
mobilité de la cavéoline et au regroupement des cavéoles au niveau de la membrane
(Thomsen et al, 2002). Les cavéoles sont donc stabilisées dans la membrane par le

cytosquelette d’actine afin d’assurer un grand nombre de processus cellulaires.

IV. 3.2.3.1.2. Le mécanisme d’internalisation par les cavéoles

L’endocytose dépendante des cavéoles serait alors un processus dépendant d’un
stimulus, tel que D’arrivée de I’élément a internaliser qui induit la perturbation du
cytosquelette. Le virus SV40 constitue un modele exceptionnel pour I’étude de ce processus
(Pelkmans et al., 2001 ; Pelkamns et Helenius, 2002). Ce virus utilise les antigénes du CMH-
IT pour se lier a la membrane puis se retrouve capté au niveau des invaginations cavéolaires,
qui, grace a une dépolymérisation des filaments d’actine et a I’intervention de la dynamine,
se détachent de la membrane et se déplacent dans le cytosol. Ce déplacement est dépendant

quant a lui du cytosquelette des microtubules. Les vésicules nouvellement internalisées ne
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progresseraient pas vers l'intérieur de la cellule, mais des navettes cavéolaires nommées

« cavicles » (Mundy et al., 2002) prendraient le relais (Figure 27).
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Figure 27 : Modéle proposé pour le trafic du systéme membranaire cavéolaire dans
des cellules CHO

Ce systeme semble étre composé d’une population d’invaginations cavéolaires assez immobile et
stable au niveau de la membrane plasmique, de cavéosomes péricentrosomaux et d’une
population d’'intermédiaires de transport entre les cavéoles et cavéosomes incluant les « cavicles
» et tubules. Ces « cavicles » bougent le long des microtubules mais les filaments d'actine
corticale limitent leur mobilité vers l'intérieur (d’aprés Mundy et al., 2002).

Ces «cavicles » effectueraient un va-et-vient le long des microtubules entre les
vésicules primaires et un compartiment nouvellement découvert, le cavéosome (Pelkmans et

al., 2001). 11 s’agit d’un organite membranaire distribué¢ dans tout le cytoplasme, riche en

89



cholestérol, sphingolipides et cavéoline-1. Ce cavéosome pré-existant dans la cellule
bénéficie d’un pH neutre afin que les « stations de dégradation » ne soient pas mises en jeu
pour les molécules internalisées. Puis, un tri protéique s’instaure a I’intérieur du cavéosome
qui, au fur et a mesure de I’accumulation des particules internalisées, subit un étirement de
ses extensions qui sont alors remplies de particules mais dépourvues de cavéoline-1. Ces
vésicules sont alors transportées vers d’autres organites intracellulaires le long des
microtubules.

Le role de cette voie serait donc de fournir une route depuis la membrane plasmique
vers les compartiments intracellulaires non hydrolysants tels que le réticulum endoplasmique,
I’appareil de Golgi, le noyau ou la mitochondrie.

Cependant, I’implication directe de la cavéoline dans I’endocytose n’est pas claire.
D’une part, si le domaine N-terminal de la cavéoline est tronqué, la protéine agit comme un
inhibiteurs dominant négatif de I’endocytose cavéolaire du virus SV40 (Roy et al., 1999 ;
Pelkmans et al., 2001). D’autre part, de récents résultats indiquent que la présence de
cavéoline peut réellement ralentir le phénoméne d’endocytose par les cavéoles (Minshall et

al., 2000 ; Le et al., 2002).

1V.3.2.3.1.3. Internalisation du complexe GH-GHR; par les cavéoles

La voie des cavéoles intervient dans I’internalisation de quelques cytokines,
notamment du TGF-P (Razani ef al., 2001a ; Di Guglielmo et al., 2003 ; Felberbaum-Corti et
al., 2003) et de I'IFN-y (Sadir et al., 2001 ; Subramaniam ef al., 2002). L’étude entreprise par
Lobie et al. (1999) a indiqué pour la premiere fois I’internalisation efficace d’une cytokine, la
GH, dans des cellules CHO transfectées avec I’ADNc codant pour le GHR de fagon stable.
Ils ont observé par immunocytologie en microscopie ¢électronique qu’une partie des GHR de
surface était localisée au niveau de microdomaines membranaires enrichis en cavéoline-1,
ainsi que leur regroupement dans les cavéoles suite a une stimulation par la GH. Les agents
liant les stérols tels que la filipine ou la nystatine ont été capable de perturber 1’internalisation
de GH marquée a I'iode 125. De plus, la transfection transitoire de ces mémes cellules avec
I’ADNc codant pour la cavéoline-1 a non seulement augmenté I’internalisation de la GH
mais aussi la transcription induite par les protéines STAT-1, -3 et -5.

La voie des cavéoles serait ainsi, en plus de la voie des clathrines, impliquée dans le

processus d’internalisation du complexe GH-GHR, mais D’adresserait plutdt vers les
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compartiments intracellulaires non endosomaux comme I’appareil de Golgi, le noyau et la

mitochondrie ou la GH est accumulée (Lobie et al., 1994).

IV.3.2.3.2. Role dans la transduction du signal et ’homéostasie du cholestérol

Dés que la cavéoline-1 a été identifiée comme marqueur protéique des cavéoles, des
méthodes d’isolement de ces structures ont été développées (Anderson, 1998). Elles ont
permis de montrer la richesse des cavéoles en molécules impliquées dans la transduction du
signal (Anderson, 1998). Ces molécules de signalisation sont associées de facon dynamique
aux cavéoles par I'intermédiaire de la cavéoline, notamment c-Src, c-Fyn, c-Cbl, Ras et
plusieurs isoformes de la PKC (Okamoto et al., 1998). A la lumiére de ces résultats, il est
naturel de penser que la cavéoline-1 module la transduction du signal en attirant les
molécules de signalisation vers les cavéoles et en régulant leur activité.

Les cavéoles semblent étre impliquées dans la signalisation de nombreux récepteurs
membranaires (Figure 28). Plusieurs d’entre eux et des molécules de signalisation ont été
localisés associés aux cavéoles, incluant le récepteur du NGF, de EGF, du PDGF, de
I’insuline, certaines molécules de signalisation des MAPK et les sous unités a des protéines
G (Liet al,, 1995 ; Song et al., 1996 ; Furuchi et Anderson, 1998 ; Gustavsson et al., 1999 ;
Huang et al., 1999 ; Mineo et al., 1999 ; Parpal et al., 2001).

La signalisation cellulaire induite par I’EGF parait en effet étre régulée négativement
par les cavéoles puisque des colocalisations de molécules de signalisation avec la cavéoline
ont été observées. De plus, la signalisation associée a I’EGF-R est activée par une réduction
de la concentration en cholestérol cellulaire qui induit le démantélement des cavéoles et
microdomaines lipidiques non cavéolaires (Furuchi et Anderson, 1998 ; Ringerike et al.,
2002). Cependant, il a été récemment démontré par immunomarquage en microscopie a
fluorescence et électronique que, dans les cellules non stimulées, 'EGF-R est plus concentré
dans les domaines non cavéolaires distribués au hasard au niveau de la membrane plasmique
(Ringerike et al., 2002, Roepstorff et al., 2002). Cette localisation montre le déplacement de
ce récepteur, auparavant supposé étre localisé dans les cavéoles, vers les microdomaines
lipidiques non cavéolaires. Pourtant, il existe des cas ou I’analyse morphologique a confirmé
la localisation d’un récepteur au niveau des cavéoles, tels que le récepteur de I’insuline, le
récepteur PBr-adrénergique et le récepteur TrkA (Gustavsson ef al., 1999 ; Huang et al., 1999 ;
Parpal et al., 2001 ; Xiang et al., 2002).
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Figure 28 : Mécanisme de signalisation des cavéoles

De nombreuses molécules de signalisation comportant des modifications lipidiques (« Src-family
kinase », « Ras GTPase », protéines G, protéines liées au glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)) et
d’autres protéines de transduction du signal (« Receptor Tyrosine Kinases » (RTK)) sont
localisées dans les cavéoles, structures enrichies en cholestérol, glycosphingolipides (GSL) et
cavéolines. La cavéoline-1 interagit de maniére fonctionnelle avec plusieurs de ces protéines via
son « Caveolin Scaffolding Domain » (CSD). TM : domaineTransMembranaire (d’aprés Razani et
Lisanti, 2001).

Un ¢élément capital du role tenu par les cavéoles dans la transduction du signal est la
fonction d’inactivation des molécules de signalisation mise en évidence pour la cavéoline-1
(Okamoto et al., 1998). Plusieurs études ont montré I’interaction entre son domaine CSD
(« Caveolin Scaffolding Domain ») et différentes molécules de signalisation. Li ez al. (1996c¢)
ont été les premiers a caractériser I’inhibition de I’activité kinase de c-Src par un peptide
synthétique composé d’une séquence équivalente a celle du CSD. L’utilisation d’un peptide
synthétique nommé « Scaffolding » a permis d’isoler 3 motifs, pXPXXXD, pXXXXpX et
OXPXXXXPXXd, ou ¢ représente un résidu aminé aromatique (Couet et al, 1997).

Plusieurs protéines interagissant avec la cavéoline-1 contiennent 1'une de ces séquences
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(Smart et al., 1999). Ce peptide a montré un effet inhibiteur de I’activité eNOS (« endothelial
Nitric Oxide Synthase ») suite a son introduction dans des cellules vivantes (Bucci et al.,
2000). La synthéthase NO controle plusieurs processus importants, tels que I’angiogenese, la
vasorelaxation et la perméabilité membranaire (Goligorsky et al., 2002). Par interaction avec
le CSD de la cavéoline-1, cette enzyme régule négativement la production de NO (Bucci et
al., 2000). Dans les cellules dépourvues de cavéole, eNOS est localisée au niveau des
microdomaines non cavéolaires. L’expression de la cavéoline-1 et la formation de cavéoles
dans de telles cellules conduit a I’interaction de la cavéoline-1 avec eNOS, et de ce fait, a une
trop forte inhibition de la libération de NO par rapport aux cellules sans cavéole (Sowa et al.,
2001). L’absence de cavéole chez des souris déficientes en cavéoline cause I’activation
constitutive de eNOS, confirmant 1’importance physiologique de ces organites dans la
régulation de eNOS (Drab ef al., 2001 ; Razani et al., 2001b).

Bien que les interactions entre la cavéoline-1 et le molécules de signalisation
suppriment souvent leur activité (Smart et al., 1999), I’interaction par le CSD peut parfois
stimuler I’activité ou n’exercer aucun effet (Liou et al., 2001). Les cavéoles apparaissent étre
importantes pour la signalisation du calcium (Isshiki et Anderson, 1999), notamment en tant
que plate-forme d’initiation de la vague calcique des cellules musculaires, endothéliales et
des fibroblastes. De la méme manicre, I’activité kinase du récepteur de I’insuline est stimulée
par la cavéoline et le récepteur Pr-adrénergique nécessite une localisation cavéolaire pour
permettre sa transduction du signal (Yamamoto et al, 1998 ; Xiang et al, 2002).
L’expression d’un mutant dominant négatif de la cavéoline (Cav°"®) qui réduit le nombre de
cavéoles a la membrane plasmique bloque I’activation de Raf induite par H-Ras (Roy et al.,
1999). Cependant, cette inhibition semble avoir lieu par I’intermédiaire d’une action indirecte
de la cavéoline sur H-Ras (Roy et al., 1999). Le réapprovisionnement de la membrane en

cholestérol renverse totalement 1’effet inhibiteur de Cav°V°

sur I’activation de Raf. Parce que
la cavéoline est une protéine de liaison du cholestérol qui affecte I’homéostasie du
cholestérol D’effet de la cavéoline sur la signalisation de H-Ras pourrait étre induite
indirectement par I’effet de la cavéoline sur le taux de cholestérol membranaire (Pol ef al.,

2001).

La cavéoline-1 modulerait la transduction du signal par une interaction avec les
lipides plutot qu’avec les protéines. Il existe de vraies preuves génétiques et expérimentales
de I'implication de la cavéoline-1 dans le maintien des taux de cholestérol des cavéoles. Le

cholestérol cavéolaire, en retour, est nécessaire pour 1’association de certaines molécules de
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signalisation au domaine CSD de la cavéoline-1, ainsi que pour la modulation de leur

interaction (Liu ef al., 2002).

Le cholestérol constitue, comme nous I’avons vu, un élément clé pour I'intégrité
structurale et la fonction des cavéoles (Ikonen et Parton, 2000). De plus, plusieurs
observations confirment le role des cavéoles dans le maintien de ’homéostasie cellulaire du
cholestérol (Fielding et Fielding, 2001). Elles semblent représenter des sites importants pour
son transport depuis les organites intracellulaires vers les accepteurs extracellulaires tels que
HDL («High Density Lipoprotein»). De la méme fagon, la régulation négative de
I’expression de la cavéoline et des cavéoles dans les fibroblastes conduit a une augmentation
de I’efflux de cholestérol ainsi que de la quantité de cholestérol cavéolaire (Fielding et
Fielding, 2001). Une fonction de la cavéoline-1 serait donc de maintenir 1’architecture
lipidique cavéolaire en remplagant le cholestérol oxydé par du cholestérol nouvellement
synthétisé (Liu et al, 2002). En conséquence, cette protéine serait impliquée dans la
formation des microdomaines lipidiques (Ikonen et Parton, 2000) en transportant le
cholestérol nouvellement synthétisé vers la membrane plasmique (Smart et al., 1996).

La transduction des signaux de surface cellulaire et la régulation de ’homéostasie du
cholestérol apparaissent constituer des activités étroitement liées (Smart et al, 1999 ;
Fielding et Fielding, 2000 ; pour revue, Fielding et Fielding, 2003). L’efficacit¢ de la
transduction du signal provenant des cavéoles est sensible a leur contenu en cholestérol libre
(Fielding et Fielding, 2000). Le taux de transfert de cholestérol a I’intérieur et hors de la
cavéole répond a la phosphorylation des protéines de signalisation durant la transduction du
signal (Fielding et al., 2002). Aussi, une réduction de cholestérol libre induite par la présence
de cyclodextrine, conduit a la dissociation des protéines de signalisation des cavéoles

(Furuchi et Anderson, 1998).

IV.3.2.3.3. Role dans le transport lipidique: hypothése de la structure
lipidique

Le cholestérol de la membrane plasmique peut étre adressé directement vers le
réticulum endoplasmique (Lange, 1994). Le cholestérol libre, les esters et éthers de
cholestérol des HDL liés a SRB1 (« Scavenger Receptor B1 ») peuvent également progresser
vers des sites intracellulaires via les cavéoles (Graf et al., 1999). L’expression de cavéoline a

¢été lice a I'import de cholestérol (Fielding et Fielding, 2001), mais la migration rapide de
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cavéoline vers le réticulum endoplasmique aprés I’oxydation du cholestérol cavéolaire
(Smart et al., 1994) suggere que la cavéoline joue un role direct dans I’import du cholestérol.
Toute I’énigme de ce role réside dans la compréhension et la caractérisation d’un mode de
transport cytosolique accompli par une protéine membranaire intégrale.

Une solution a ce puzzle serait I’existence de la cavéoline-1 sous une forme soluble.
Plusieurs laboratoires ont confirmé la découverte initiale fait par Uittenbogaard et al., (1998)
montrant la présence d’un pool de cavéoline-1 soluble. Cette derni¢re est associée au
cholestérol et se comporte comme une protéine enrobée dans une particule ayant la taille (Ito
et al., 2002) et la faible densité¢ (Li et al., 2001) caractéristiques des HDL. Les esters de
cholestérol qui entrent dans les cellules par les cavéoles semblent étre associés a la cavéoline-
1 cytosolique. Ce serait cette méme particule qui transporterait le nouveau cholestérol depuis
le réticulum endoplasmique vers la membrane plasmique (Graf et al., 1999). La liaison de
ApoA-1 a SRBI stimule la formation de particules lipidiques cytosoliques contenant la
cavéoline-1, le cholestérol et des phospholipides (Ito et al., 2002). Les cellules sécrétoires
exocrines sécrétent la cavéoline-1 dans des particules HDL contenant ApoA-1, suggérant
I’implication des particules enrichies en cavéoline dans I’assemblage de lipoprotéines en vue
d’étre libérées au niveau du cytoplasme. Les particules de cavéoline cytoplasmiques solubles
seraient également importantes pour la biogenese de gouttelettes lipidiques cytoplasmiques
(Pol et al., 2001).

La biogenése des gouttelettes lipidiques n’est pas entierement comprise (Londos et al.,
1999 ; Murphy et Vance, 1999). Elles dérivent du réticulum endoplasmique, ou les
triglycérides et les esters de cholestérol sont synthétisés, et sont supposés étre entourées
d’une monocouche phospholipidique (Londos et al., 1999 ; Murphy et Vance, 1999). Ces
observations suggerent une accumulation de lipides neutres au niveau du cceur hydrophobe
de la bicouche lipidique induisant la séparation des feuillets lipidiques pour former un
gonflement qui bourgeonne depuis la membrane du réticulum endoplasmique afin de libérer
une gouttelette lipidique. Une telle structure serait incapable d’incorporer des protéines
transmembranaires possédant des domaines hydrophiles de part et d’autre de cette membrane.
Les cavéolines, en revanche, ne présentent pas de domaine luminal hydrophile, et pourraient
ainsi diffuser librement entre la membrane du réticulum endoplasmique et la monocouche
entourant la gouttelette naissante. Les cavéolines n’auraient pas besoin de se dissocier de la
membrane du réticulum endoplasmique et d’exposer leur domaine hydrophile au cytosol

pour entrer dans les gouttelettes (Figure 29).
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Figure 29 : Modéle d’insertion de la cavéoline-1 au sein
d’une particule lipidique

La synthése des lipides neutres dans la membrane du réticulum endoplasmique induit un
gonflement par accumulation au centre de la membrane provoquant la séparation des feuillets
lipidiques. La gouttelette peut éventuellement étre libérée dans le cytosol, entourée d’une
monocouche phospholipidique dérivée du réticulum endoplasmique. Les protéines
transmembranaires sont exclues des gouttelettes en formation. En revanche, la cavéoline-1
peuvent diffuser librement entre la gouttelettes en formation et la membrane du réticulum
endoplasmique puisqu’elle ne contient pas de domaine hydrophile (d’aprés Brown, 2001).

Cette hypotheése suggere I’entrée des cavéolines dans les gouttelettes lipidiques au
moment de leur formation, lorsqu’elles sont encore en contact avec le réticulum
endoplasmique. Cette affinité des cavéolines pour les gouttelettes lipidiques, serait la
conséquence soit d’une liaison a une protéine ou a un lipide composant la gouttelette, soit a
une préférence structurale pour 1’état physique de la monocouche phospholipidique de la
gouttelette ou du cceur lipidique neutre. L’accumulation des lipides neutres dans le réticulum

endoplasmique entrainerait une saturation de quelques composants de la machinerie du
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transport, probablement un transporteur spécifique, afin de permettre a la cavéoline-1
d’accéder aux gouttelettes lipidiques. L’accumulation des cavéolines dans le réticulum
endoplasmique provoquerait un changement de ses propriétés membranaires et stimulerait
I’affinité des cavéolines pour les gouttelettes lipidiques, soit en changeant les propriétés
physiques de la membrane, soit en induisant un changement conformationnel des cavéolines
(Ostermeyer et al., 2001).

La cavéoline-1 exerce alors une fonction dans le transport lipidique extra- et
intracellulaire (Liu et al., 1999). Elle ne se comporte pas comme un simple transporteur
lipidique mais semble plutdt faire partie d’une nouvelle structure lipidique intracellulaire qui
transporte les lipides entre des organites comme le font les lipoprotéines plasmatiques entre

les tissus.

La cavéoline-1 apparait exercer ses fonctions principales dans le transport lipidique,
le trafic membranaire et la signalisation cellulaire. Le mécanisme de ces fonctions nécessite
encore de nombreuses études et montre la complexité du trafic intracellulaire de cette
protéine (Figure 30). Un modéle du trafic de la protéine depuis son site de synthése vers les
divers compartiments cellulaires serait le suivant (Liu et al., 2002) : elle apparait insérée
cotraductionnellement dans la membrane du réticulum endoplasmique par ses extrémités
cytosoliques C- et N-terminales. Elle est ensuite incorporée dans des vésicules de sécrétion se
dirigeant vers I’appareil de Golgi (Machleidt ez al., 2000) ou elle s’oligomérise et devient
insoluble aux détergents (Lisanti et al., 1993). Le transport vésiculaire vers la surface
cellulaire dépend de I’aptitude de la molécule a s’oligomériser. Une fois la surface cellulaire
atteinte, la cavéoline-1 s’incorpore dans une cavéole fonctionnelle susceptible de
s’internaliser et de se recycler. Selon le stade du cycle d’internalisation, la cavéoline-1
pourrait retourner dans le cytosol sous la forme d’une protéine soluble enrobée dans une
particule lipidique. La séquence protéique contrdlant cette étape n’est pas connue mais
demeure sous la dépendance de la palmitoylation des cystéines 133, 143, et 156
(Uittenbogaard et al., 2000). Plusieurs cibles sont proposées pour la cavéoline 1 soluble : 1)
elle se dirigerait vers le réticulum endoplasmique pour capturer le cholestérol nouvellement
synthétis¢ et le transporter vers les cavéoles ou pour s’incorporer dans la lumiere du
réticulum endoplasmique. Dans ce cas, la cavéoline-1 soluble est introduite dans des
particules apparentées aux HDL sécrétées par la cellule (Liu et al., 1999); 2) une autre
possibilité¢ serait la rétention de la cavéoline-1 dans le cytosol ou une partie de ce pool

soluble serait adressé aux gouttelettes lipidiques (Pol ef al., 2001) ; 3) ou la destination de la
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cavéoline-1 soluble est la mitochondrie ou elle a été mise en évidence trés récemment (Li et
al., 2001). Rien n’est encore connu sur la régulation de ces distributions ou sur le mécanisme

responsable de sa conversion depuis la membrane plasmique vers sa forme soluble.
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Figure 30 : Modéle du trafic de la cavéoline-1 dans la cellule

La cavéoline-1 apparait insérée dans Ila membrane du réticulum endoplasmique
cotraductionnellement. Elle est ensuite dirigée vers I'appareil de Golgi afin d’étre acheminée vers la
membrane plasmique (circuit vert). Les cibles de la protéine soluble sont : 1) le réticulum
endoplasmique, 2) le cytosol ou 3) la mitochondrie (d’apres Liu et al., 2002).

Les cavéoles représentent probablement un compartiment cellulaire a part entiere
avec une structure bien établie mais sans aucune fonction actuellement définie a cause de
I’impossibilité d’assigner un ensemble de propriétés spécifiques au cavéoles. Elles semblent
plutdt représenter des domaines stables de la membrane plasmique avec une composition
lipidique et protéique favorisant plusieurs fonctions différentes (e.g., I'internalisation, le

trafic intracellulaire, la transduction du signal, I’homéostasie du cholestérol et des lipides, la
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progression tumorale) dictées par les besoins de la cellule en fonction de I’état de la
croissance, de la différentiation ou de la transformation.

Alors que la voie des vésicules a clathrine demeure la principale utilisée pour
I’endocytose du complexe GH-GHR, dans le but de subir une dégradation et ainsi, de
participer a la régulation négative de sa signalisation, la voie des cavéoles serait
préférablement proposée pour I’internalisation de complexe devant étre distribué¢ dans les
différents compartiments intracellulaires. L’enrichissement des cavéoles en molécules
impliquées dans la transduction du signal (PKC, c-Cbl, Ras) via leur interaction avec le
domaine CSD de la cavéoline-1 suggére un role de ces structures plus important dans la
signalisation de la GH plutét que dans son internalisation. Cette hypothése peut étre
confortée par I’étude menée par Lobie ef al. (1999) ou la transfection de cellules CHO avec
I’ADNc codant pour la cavéoline-1 a montré, suite a une stimulation par la GH, une
augmentation de la transcription des facteurs STAT-1, -3 et -5. Ces facteurs vont se fixer et
activer la transcription des genes impliqués dans le métabolisme, la différenciation et la

croissance cellulaire.

V. LES EFFETS PHYSIOLOGIQUES ET METABOLIQUES DE L’HORMONE DE
CROISSANCE

La GH exerce des effets pléiotropes sur la différenciation et la prolifération cellulaires,
le métabolisme et la morphologie (Isaksson et al., 1985). Quelques uns des ces effets sont
obtenus en réponse a une action directe de la GH par I’intermédiaire de son récepteur
spécifique localis¢ sur ses cellules-cibles, et d’autres effets sont induits par d’autres facteurs
eux-mémes stimulés par la GH, plus particulierement I'IGF-1 dont I’expression au niveau du
foie et d’autres tissus est fortement stimulée par la GH. La spécificité des effets
physiologiques est obtenue par 1’action directe, indirecte de I’hormone ou par la combinaison
des deux au niveau de ses tissus-cibles.

La distribution des résidus aminés amphiphiles de la troisiéme hélice o de la GH a été
reconnue comme trés importante pour permettre a la molécule d’exercer ses fonctions
biologiques (Hara et al., 1978 ; Chen et al., 1990), notamment le résidu Glyl20 chez

I’homme semble étre crucial pour I’action de la GH (Chen et al., 1991).
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V.1. Effets sur la multiplication cellulaire et la croissance

Durant le cycle de vie des vertébrés, différents mécanismes endocrines contrdlent la
croissance. Pendant la croissance embryonnaire et feetale, la masse corporelle s’accroit par
multiplication et croissance cellulaire. A ce stade, la GH ne semble pas étre impliquée, au
contraire de I’insuline et probablement des IGF aidés par certaines hormones thyroidiennes
qui joueraient un role dominant. Cependant, des enfants souffrant de mutations du gene
codant pour la GH ou le GHR présentent une taille normale (Laron, 1993 ; Takahashi et al.,
1996). De plus, I'interaction du GHR avec la signalisation induite par la liaison de Jak2 et
des molécules STAT-1 et -5 au niveau du foie feetal de rat (Phornphutkul et al., 2000 ; pour
revue, Kuhn et al., 2002), suggérant une activité autre pour la GH durant cette période. Chez
les espéces naines aviaires, la croissance embryonnaire et feetale est normale, soulignant la
non fonctionnalité d’'un GHR fonctionnel dans le cadre d’une croissance prénatale normale
(Kuhn et al, 2002). C’est seulement aprés la naissance ou 1’éclosion que la croissance
devient dépendante de la sécrétion pulsatile de GH par les cellules somatotropes en stimulant
la production d’IGF et en interagissant avec les hormones thyroidiennes. Toutes les
hormones sont alors impliquées dans le maintien de la taille lors de la post-puberté et dans la
préparation de la phase reproductive.

L’effet phénotypique prédominant de la GH est de stimuler la croissance osseuse
longitudinale durant les périodes post-natale et pubertaire. Cette action est obtenue par la
stimulation coordonnée de la prolifération des chondrocytes et ostéoblastes et des effets sur
la fonction de différenciation cellulaire. La déficience en GH est une condition bien
caractérisée qui conduit & un retard de croissance, et peut étre causée par plusieurs états
génétiques et physiopathologiques (Gluckman et al., 1981). Les effets de la GH sur la
croissance peuvent étre induits par la régulation de facteurs intermédiaires tels que I’'IGF-1
(Daughaday et Rotwein, 1989). Dans la plupart des conditions ou la GH circulante est peu
abondante, les taux d’IGF-1 sont également réduits. De la méme maniere, lorsque les taux de
GH sont augmentés (e.g. lors de gigantisme ou d’acromégalie), les taux d’IGF-1 circulant
sont ¢élevés (Sonksen et al., 1991). L’administration de GH recombinante a des individus
souffrant de nanisme accélere la croissance et augmente les taux d’IGF-1 circulants. La GH
induit I’expression de I'IGF-1 dans de nombreux tissus suggérant une synthése locale

tissulaire d’IGF-1 en réponse a la GH (Roberts et al., 1987). Cependant, il apparait que
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I’IGF-1 peut exercer des fonctions indépendamment de la GH. Des preuves génétiques
avancent que bien que la GH n’affecte apparemment pas la croissance prénatale, I'IlGF-1 y
joue un role majeur. Des souris portant des mutations « null » du géne de 'IGF-1 naissent
avec une petite taille et, si elles survivent, grandissent peu lors des stades de développement
postnatals (Liu et al., 1993, 1998b ; Powell-Braxton et al., 1993). Un certain nombre de
tissus non hépatiques produisent ’IGF-1, tels que le muscle lisse, la peau, le poumon, 1’os et
le cartilage. Des études récentes de transgenese ciblée du géne de I'lGF-1 spécifique du foie
ont montré que la croissance de la souris était normale malgré la manque d’IGf-1 hépatique
(Sjogren et al., 1999 ; Yakar et al., 1999). Ces données indiquent que la GH peut alors agir
directement sur ses tissus-cibles en induisant les changements métaboliques et peut
¢galement stimuler IGF-1 d’une fagon autocrine ou paracrine. La GH et 'IGF-1 agissent
alors de concert afin de stimuler la croissance (Green et al., 1985). Par exemple, la GH agit
directement sur I’os en stimulant la différenciation de précurseurs cellulaires spécifiques. La
GH stimule également la production d’IGF-1 qui stimule I’expansion clonale des cellules
osseuses différenciées (Isaksson et al., 1982). La GH est donc unique dans le sens ou c’est la
seule hormone a induire la croissance osseuse en fonction de sa concentration (Cheek et Hill,
1974).

En revanche, la GH semble exercer de nombreux effets indépendamment de I’IGF-1,
directement en interagissant avec son récepteur spécifique. Des mutations de la région
codante pour le GHR peuvent induire un syndrome de résistance a la GH conduisant a un
retard de croissance (Laron, 1993). L’expansion de la zone germinale de la plaque de
croissance parait également sous le contrdle d’un effet direct de la GH puisque ce phénoméne
est observé chez des souris IGF-17"" (Wang et al., 1999a). STAT-5b, molécule de la voie de
transduction du signal préférentiellement utilisée par la GH, semble étre impliquée dans
I’effet de croissance générée via la liaison de I’hormone au GHR. Récemment, une mutation
dans le gene de STAT-5b a été étudiée chez I’homme (Kofoed et al., 2003). Elle induit un
ralentissement de la croissance. Parallélement, une autre équipe a généré deux lignées de
souris souffrant de nanisme : une exprimant un antagoniste de la GH (GHA) et une dont le
géne codant pour le GHR est délété (GHR™) (Coschigano et al., 2003). Dans la lignée
exprimant le GHR délété, une sévere diminution de sa masse corporelle, des taux d’insuline

et d’IGF-1 et une augmentation de I’espérance de vie ont été observés.

La GH régule également I’expression d’autres facteurs mitogéniques, certains étant

essentiels pour une croissance normale. Des individus présentant des mutations des
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récepteurs du facteur de croissance du fibroblaste (FGF) conduisant a la forme la plus
commune de nanisme (achondroplasie) présentent une croissance retardée malgré des taux
normaux de GH. L’activité des axes somatotrope et thyréotrope est étroitement liée chez les
mammiferes. La GH ne contrdle pas toujours le taux de croissance et ne stimule pas toujours
la production d’IGF, notamment lors d’une restriction alimentaire, durant la vie feetale ou
dans le cas d’hypothyroidisme. Dans toutes ces situations, ce phénomene est associ¢ a des
taux réduits de 1’hormone thyroidienne T3 (tri-iodothyronine) suggérant une influence
significative de la fonction thyroidienne sur I’action de la GH lors de I’étape de croissance
corporelle. Les hormones thyroidiennes stimulent également la production d’IGF et, par
conséquent, la croissance feetale. Le taux de croissance chez les animaux nains est stimulé
par la T3 (Cabello et Wrutniak, 1989). Ainsi, quelques uns des effets de la GH seraient
indépendants de I'IGF-1 et impliqueraient également d’autres facteurs. Cependant, malgré
I’augmentation sensible des taux de GH circulante lors d’une absence de rétrocontrdle négatif,
les souris IGF-17"sont de petite taille, suggérant la dépendance des effets majeurs de la GH

vis-a-vis de I’expression de I'lGF-1 (Le Roith ez al,, 2001).

Des composants de ’axe GH-IGF-1 joueraient un role majeur dans le processus de
multiplication cellulaire pathologique conduisant au développement tumoral. Des taux élevés
d’IGF-1 circulant représentent un facteur de risque pour le cancer du sein chez les femmes
pré-ménopausées (Bohlke et al., 1998). D’autres types de cancers impliquent également
I’IGF-1 circulant, tels que le cancer de la prostate (Chan et al., 1998 ; Shaneyfelt, 2000). Des
antagonistes de la GH pourraient étre utilisés pour réduire le risque des cancers dépendants

de la GH ou de I'IGF-1 (Okada et Kopchick, 2001).
V.2. Effets sur la vieillesse et la longévité

La GH fonctionne par liaison a son récepteur en stimulant sa dimérisation. Afin de
comprendre cette interaction, un modele pour le syndrome de Laron a été développé chez la
souris. Ce syndrome se caractérise chez I’homme par un désordre et des mutations dans le
gene codant pour la GHR (Zhou et al., 1997). La cause de ce nanisme est la résistance a
I’action de la GH. En perturbant le géne du GHR chez la souris, il a ét¢ montré qu’elles
présentaient une taille normale a la naissance mais présentaient un taux de croissance retardé
aprés quelques jours (Zhou et al., 1997). En 3 mois, ces souris avaient atteint

approximativement la moitié¢ de la taille de leurs semblables. Ces souris naines ont une durée
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de vie significativement plus longue que les souris contrdles (Coschigano et al., 2000), ce qui
corrobore les résultats d’une étude montrant que de faibles taux de GH sont a ’origine de la

longévité (Bartke, 2000).

V.3. Effets métaboliques

La plupart du potentiel de la GH permettant la croissance apparait comme un effet
consécutif de I’impact métabolique de I’hormone (pour revue, Moller et al., 2003).
L’exposition a la GH conduit a une augmentation des taux circulants d’acides gras libres, de
corps cétoniques, d’IGF-1, d’insuline et de glucose (Davidson, 1987 ; Press, 1988 ; Moller,
1993). Chacun de ces composants exerce des effets indépendants sur la rétention d’azote et
serait considéré comme un acteur de la fonction anabolique de la GH. Le jeline et le stress
amplifient la sécrétion de GH, alors que les repas ont tendance a inhiber la libération de
I’hormone (Johnston et al., 1985 ; Ho et al., 1988). Dans ces conditions, les taux d’insuline et
d’IGF-1 sont bas et déclinent, alors que ceux des acides gras libres sont élevés. Ceci
indiquerait la dépendance de la croissance a la rétention d’azote qui sont liées a la
mobilisation des corps lipidiques par la GH. Pour les organismes homéothermes, ayant des
stocks limités de carbohydrates et sans acceés immédiat a la nourriture, I’oxydation lipidique

constitue une véritable source énergétique pour I’anabolisme protéique.

V.3.1. Effets sur le métabolisme lipidique

Les effets de la GH sur la fonction pré-adipocytaire ou adipocytaire est induite par sa
liaison au GHR. L’expression du GHR dans le tissu adipeux identifie ce tissu comme une des
cibles de I’hormone (Fagin et al., 1980 ; Gavin et al., 1982 ; Gritching et al., 1983 ; Carter-
Su et al., 1984 ; Frick et al., 1990 ; Vikman et al., 1991 ; Mertani et Morel, 1995). Green et
al. (1985) ont émis I’hypothése selon laquelle la GH est nécessaire aux cellules
mésenchymateuses de telle sorte que I'IGF-1 permette sélectivement la multiplication
cellulaire débouchant sur I’expansion clonale et la néo-différenciation de cellules vers des
adipocytes matures.

L’hypophysectomie diminue I’expression du gene codant pour le GHR chez le rat et
I’hormonothérapie de substitution par la GH restaure cette expression (Frick et al., 1990 ;
Vikman et al., 1991). L’administration de GH a des rats hypophysectomisés augmente

¢galement le nombre de GHR dans les adipocytes (Gritching et al., 1983). Chez des patients
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atteints du syndrome de Prader-Willi (ou déficients en GH), un traitement par la GH régule
positivement I’expression du géne du GHR dans le tissu adipeux (Kamel et al., 1995).
Cependant, un traitement par la GH chez le cochon male intact n’induit pas une régulation
positive du géne du GHR dans le tissu adipeux, méme si cette méme régulation est observée
dans les tissus hépatique et squelettique des mémes animaux (Brameld et al., 1996). Cette
régulation différentielle observée dans différentes especes doit correspondre a une régulation

spécifique au niveau des espeéces pour I’expression du géne du GHR.

La GH exerce des effets complexes sur la formation et le métabolisme des adipocytes
(Casanueva, 1992 ; Scacchi et al., 1999 ; Nam et Marcus, 2000). Dans les adipocytes matures,
son effet physiologique est lipolytique : elle induit la diminution de masse graisseuse par
I’hydrolyse des triglycérides en activant une lipoprotéine lipase, libérant les acides gras et le
glycérol pendant la diminution de la ré-estérification des acides gras libres. La signification
de ces effets est donnée par I’augmentation de I’adiposité dans le cas d’une déficience en GH
chez 'homme et par la diminution de la masse graisseuse chez les sujets atteints
d’acromégalie, maladie se traduisant par une sécrétion exagérée de GH a I’age adulte.
Inversement, la masse maigre est diminuée lors d’une déficience en GH chez ’homme. Elle
peut étre restaurée par une hormonothérapie de substitution par la GH (pour revue, Moller et
al.,2003).

La sensibilité¢ lipolytique a une stimulation par la GH augmente durant le jeline
(Moller et al., 1993). Un pic nocturne de GH précéde de deux heures celui d’acides gras
libres (Rosenthal et Woodside, 1988), suggérant un rdle de régulateur central des oscillations
circadiennes dans la libération et ’oxydation des lipides pour la GH. Cette hypothese a été
corroborée par des études montrant que le manque de libération nocturne de GH compromet
la mise en place de la libération physiologique des corps lipidiques (Boyle ef al., 1992).

La cascade enti¢re des interactions responsables de la signalisation intracellulaire
apparait inclure I’activation de ’adénylyl cyclase et la stimulation de la production d’AMPc
déclenchant I’activation de la lipase hormonosensible responsable de la lipolyse (Yip et

Goodman, 1999).

V.3.2. Effets sur le métabolisme glucidique

Une administration de GH conduit a une hyperinsulinémie, favorise I’effet inhibiteur

de I'insuline vis-a-vis de la syntheése de glycogeéne hépatique en réprimant la stimulation de
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sa capture, principalement par inhibition du transporteur membranaire GLUT4, et
I’oxydation du glucose. Les effets de la GH sur la sensibilité¢ a I’insuline montrent qu’une
administration continue de grandes quantités de GH (1,5 mg au lieu des 0,5 mg sécrétés
normalement par jour) conduit & un ralentissement substantiel de la sensibilit¢ a I’insuline
périphérique et hépatique apres 12 heures (Bratusch-Marrain ef al., 1982 ; Rizza et al., 1982).
Suite & une administration plus modérée de GH et d’insuline, un ralentissement de la
sensibilité a I'insuline périphérique et hépatique a été observé apres environ 2 heures, alors
qu’elle est maintenue au niveau musculaire. La GH était également capable de compenser les
actions antilipolytiques dues a I’hyperinsulinémie (Moller et al., 1989). La GH freine
I’augmentation de I’instabilité du glucose observée durant 1’hyperglycémie causée par
« P’action de masse » du glucose (Orskov et al., 1989). L’exposition a la GH amoindrit court
terme l’activité de la glycogeéne synthétase dans le muscle squelettique, mais cet effet
pourrait étre une conséquence de I’augmentation de circulation des lipides (Bak et al., 1991).
Les résultats précités pourraient étre causés par I’augmentation de la disponibilité en lipides
et la compétition des substrats qui s’ensuit (Randle et al., 1963). La co-infusion de GH et
d’acide nicotinique (agent lipolytique) abolit les effets de la GH sur la tolérance au glucose
(Davidson et Bernstein, 1973). Dans une étude plus récente, I’administration d’un dérivé de
cet agent antilipolytique réduisait la capacité de la GH a diminuer la sensibilité a ’insuline

(Nielsen et al., 2001).

V.3.3. Implication de la signalisation de la GH sur les métabolismes lipidique et

glucidique

Chez des rats hypophysectomisés, la GH stimule de facon aigue la lipogenese et
inhibe la lipolyse dans le tissu adipeux, les adipocytes de rat isolés et dans les adipocytes
différenciés 3T3-F442A (Birnbaum et Goodman, 1979 ; Goodman et Frick, 1981 ; Smal et
al., 1987 ; Schwartz et Carter-Su, 1988). Stimulées par la GH, des cellules CHO transfectées
avec I’ADNc codant pour le GHR augmentent leur capture de glucose et leur lipogenese
(Moller et al., 1994). L’effet aigu de le GH sur la lipogenese nécessite les résidus Tyr333 et
338 du domaine intracellulaire du GHR (Lobie et al., 1995) (cf. §11.2.2). Ces deux résidus ne
sont pas nécessaires a la phosphorylation de I'I[RS-1 ou IRS-2 dépendante de la GH
(Vanderkuur et al., 1995). Ainsi, ’effet aigu lipogénique de la GH est induit par un
mécanisme distinct de celui de la phosphorylation simple de I'IRS-1 ou -2. Les effets aigus

de GH sur les adipocytes ne sont donc pas induits comme une conséquence de I’activation
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commune de molécules impliquées dans la transduction du signal de I’insuline comme cela
avait été postulé (Richelsen, 1997). L’inhibition de la PKC empéche non seulement la
stimulation par la GH de la capture du glucose, mais aussi de la lipogenese dans les
adipocytes isolés de rats (Ridderstrale et Tornqvist, 1994). La GH doit utiliser des molécules
autres que IRS-1 ou -2 pour la stimulation de la PI-3 kinase dépendante de la lipogenese.
Cette activation est lourdement dépendante de la protéine adaptatrice CrkII (Goh et al., 2000)
(cf- §IIL.3.1), et la GH doit utiliser d’autres voies son activation telle que le complexe FAK-
tensine (Zhu et al., 1998a) ou c-Cbl (Zhu et al., 1998b). IRS-1 n’est apparemment pas
indispensable a la stimulation par la GH de I’activité PI-3 kinase (Lobie et al., 2000). L’effet
antilipolytique de la GH a été démontré comme étant induit par le GMPc inhibé par I’AMPc
phosphodiestérase (Eriksson et Tornqvist, 1997) de la méme facon que pour I’insuline.
L’activation de la dégradation de ’AMPc qui en résulte et la diminution de I’activité de la
PKA (protéine kinase dépendante de I’AMPc) conduisent a une diminution de la
phosphorylation de la lipase hormonosensible (Bjorgell et al., 1984). Comme les effets
antilipolytiques de la GH sont également dépendants de la PI-3 kinase, le GMPc inhibé par
I’AMPc phosphodiestérase doit agir en aval de I’activation par la GH de la PI-3 kinase
comme cela a été observé pour I’insuline (Tanner ef al., 1992). L’insuline nécessite ’activité
PI-3 kinase pour stimuler la translocation du transporteur de glucose a la membrane
plasmique et de la p38 MAPK pour I’activer (Sweeney ef al., 1999). L’activation par la GH
de la p38 MAPK est minimale dans les adipocytes 3T3-F442A (Hodge et al., 1998) et ainsi,
doit nécessiter 1'utilisation d’une autre voie comme pour le récepteur de la leptine qui utilise
la p42/44 MAPK pour I’activation du transporteur de glucose (Berti et Gammeltoft, 1999).
La GH affecte plus subtilement le métabolisme du glucose. Bien que I’utilisation
musculaire du glucose soit intrinséquement basse (Andres et al., 1956), une suppression de
capture du glucose est typiquement observée suite a une exposition aigue de GH (Zierler et
Rabinowitz, 1963 ; Moller et al., 1990a,b). L’augmentation de 1’oxydation lipidique est
suivie par une diminution proportionnelle de 1I’oxydation du glucose. Le « turnover » total du
glucose n’est pas affecté et, comme une conséquence, celui du glucose non oxydé augmente

(Moller et al., 1990a).

Dans I’ensemble, I’effet principal de la GH est la stimulation de la lipolyse et de
I’oxydation des lipides. Les effets de I'IGF-1 sur le métabolisme sont souvent opposés a ceux
de la GH. L’administration aigue de GH, mais non d’IGF-1, est lipolytique, et son

administration chronique est diabétogene, alors que I'lGF-1 stimule I’action de I’insuline
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(Hussain et al., 1993). Bien que quelques effets d’IGF-1 humain recombinant soient directs,
il semble que son administration inhibe la sécrétion de GH et régule indirectement les effets

de I'IGF-1 sur le métabolisme (Le Roith ez al., 2001).

V.3.4. Effets sur le métabolisme protéique

Les actions anaboliques de la GH sont induites par I'IGF-1. Des études sur le
métabolisme protéique montrent que I’effet de la GH est réalisé par une stimulation de la
synthése protéique, une diminution de I’oxydation protéique sans atteinte du processus de
traduction. Il est bien établi que la GH exerce des effets de rétention protéique chez I’homme.
L’administration de GH conduit a une rétention de 'urée par une diminution de I’excrétion
urinaire, des taux de production et, a une augmentation de la synthése protéique (Manson et
Wilmore, 1986 ; Welbourne et al., 1989 ; Horber et Haymond, 1990 ; Lundeberg et al., 1991 ;
Fryburg et al., 1991, 1992 ; Wolthers et al., 1997). Lorsque I’action endogene de la GH est
partiellement bloquée par le jeline, le taux de production d’urée s’élevent augmente de 50%,
affirmant I’importance de la GH en tant qu’agent conservateur protéique durant le jeline
(Norrelund et al., 2001).

Puisqu’une exposition a la GH augmente invariablement la lipolyse et puisque les
intermédiaires lipidiques ont des propriétés de conservation des protéiques, il est possible
d’émettre I’hypothése selon laquelle la GH augmente la rétention d’azote en réponse a la
stimulation de la lipolyse. Le blocage de la lipolyse par un dérivé de 1’acide nicotinique
entraine une trés forte augmentation des pertes d’urée et de protéines en annulant la capacité
de la GH a induire la rétention d’urée et de protéines (Norrelund et al., 2003). Il apparait
alors concevable que la stimulation de la lipolyse constitue le plus important mécanisme de

conservation protéique induit par la GH.

V.3.5. Effets sur la composition corporelle

La GH n’est pas seulement le régulateur principal de la croissance postnatale
somatique, mais exerce de profonds effets sur la composition corporelle par I’intermédiaire
d’une combinaison d’actions anaboliques et lipolytiques chez ’homme (Johannsson et al.,
1994). Diverses observations cliniques et expérimentales ont indiqué 1’importance de la GH
dans la régulation du tissu adipeux. Une déficience en GH chez I’adulte est associée a une

augmentation de la masse graisseuse, plus particulierement au niveau des dépots de graisse
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viscérale, connue pour étre un facteur a risque important dans le développement de la
morbidité cardiovasculaire et de la mortalit¢é qui en découle (Brummer, 1998 ; Nam et
Marcus, 2000). Cette déficience en GH provoque également une augmentation de la
concentration sérique de leptine, hormone sécrétée par les adipocytes, produit du geéne ob
(Kishi et al., 1993 ; Zhang et al., 1997). La taille moyenne et le contenu lipidique des
adipocytes sous-cutanés chez ces patients sont plus importants que chez les sujets normaux et
un traitement par la GH diminue ces deux composantes (Brook, 1973). Un certain nombre
d’études ont montré une réduction de la masse graisseuse consécutive a un traitement par la
GH (Brummer, 1998 ; Nam et Marcus, 2000). L’hypophysectomie chez les rats se traduit par
une augmentation de leur masse graisseuse et une diminution de celle des masses non
lipidiques. Ces masses sont normalisées lors d’un traitement par la GH (Li et al., 1949 ;
Scow, 1959). Une partie de cet effet doit certainement étre secondaire aux actions
lipolytiques de la GH ou I’hormone stimulerait préférentiellement la lipolyse dans la partie
haute du corps (Gravholt et al., 1999).

L’inactivation de I’expression du transgéne de la GH dans des souris transgéniques
provoque I’apparition du phénotype d’obésité (Oberbauer et al., 1997). Des enfants déficients
en GH sont habituellement moyennement obéses et 1’hormonothérapie de substitution par la
GH réduit la présence des corps gras (Wabitsch et al., 1995). Les adipocytes de ces enfants
exhibent une augmentation moyenne du volume des adipocytes, mais sont moins nombreux
comparé a des enfants sains. Une thérapie de remplacement par la GH normalise le volume et
le nombre des cellules graisseuses chez ces enfants (Bonnet et al., 1974). L’obésité est
associée a une réduction spontanée de sécrétion de GH chez I’homme adulte (Rasmussen et
al., 1995). Des études récentes ont également montré que le traitement par la GH d’individus
obéses réduits la masse graisseuse (Snyder ef al., 1990 ; Skaggs et Crist, 1991 ; Nam et
Marcus, 2000). Le mécanisme de ces effets a fait I’objet de nombreuses études (Johannsson
et al., 1994 ; Jorgensen et al., 1997 ; Richelsen, 1997 ; Nam et Marcus, 2000). L’activation
de I’action lipolytique du tissu adipeux par la GH en combinaison avec une diminution de
I’accumulation en triglycérides via I’inhibition de I’activité de la lipoprotéine lipase apparait
étre le mécanisme majeur par lequel la GH induit une diminution de la masse grasse totale
(Richelsen, 1997, 1999 ; Richelsen et al., 2000). Les effets de la GH sur la fonction des
adipocytes sont sans doute encore plus complexes. Cependant, un rapport récent regroupant
de nombreuses études qui examinaient les effets d’un traitement de 1’obésité par la GH chez
des adultes a montré que ce type de thérapie utilisée simultanément avec un régime

hypocalorique n’avait que peu, voire aucun effet sur la maladie (Shadid et Jeunsen, 2003).
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Les signaux périphériques qui induisent la diminution de sécrétion de GH chez les
individus souffrant d’obésité semblent &tre la leptine et les acides gras libres. Ces derniers et
la GH maintiennent une boucle de rétrocontrdle négatif classique de régulation. La GH
provoque une ¢élévation de la concentration en acides gras libres par son action lipolytique
inhibant en retour la sécrétion spontanée ou stimulée de GH (Casanueva et Dieguez, 1998).
Mais les effets sont différents entre les modeles animaux et ’homme. En supposant que la
leptine régule la sécrétion de GH, afin d’établir une boucle de rétrocontrdle classique (cf.
§1.4.2), il est nécessaire d’aborder la participation de la GH a la régulation de la sécrétion de
leptine. Un certain nombre d’études chez des humains déficients en GH ont examiné 1’effet
de remplacement chronique de GH et ont démontré une diminution du taux circulant de
leptine (Florkowski et al, 1996 ; Gill et al., 1999). Ceci refléte probablement les
changements de composition corporelle qui accompagnent la thérapie par la GH plutot qu’un
effet direct sur la leptine per se (Gill et al., 1999). Le role potentiel de la leptine sur la
prolifération cellulaire et I’angiogenese a été suggéré (Park et al., 2001). La découverte de
I’action « anti-obésité » de la leptine a contribué a la compréhension de pathologie clinique
apparentée au changement de masse et de composition corporelles. L’obésité est associée a la
résistance a I’insuline et au diabéte non insulino-dépendant (Saladin et al., 1995), mais le role

précis joué par la leptine dans ces deux phénomenes n’est pas encore pleinement clarifié.

V.3.6. Effets sur le métabolisme énergétique

Comme cela vient d’étre abordé, les effets directs de la GH sont pléiotropes et se
manifestent a la fois sur la multiplication, la différenciation et le métabolisme cellulaires
(Isaksson et al. 1985). Dans tous ces effets, les modifications du métabolisme énergétique
réalisées par I'intermédiaire du fonctionnement mitochondrial (réle énergétique et action
anti-apoptotique) apparaissent fondamentaux méme si les mécanismes d’action de la GH

restent encore imprécis.

V.3.6.1. Effets sur le métabolisme et la fonction mitochondriale

Classiquement, I'hypophysectomie est associée a des changements morphologiques
du foie, avec une réduction de la masse hépatique et de la taille des hépatocytes (Hurxthal et
Musulin, 1953 ; Liberti et al., 1970), et une augmentation du nombre et du volume des

mitochondries (Cardell, 1967 ; Maddaiah et al., 1973). Toutes ces modifications sont
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corrigées apres traitement par la GH, soulignant le rdle important de cette hormone dans le
controle de I’intégrité hépatique (Maddaiah et al., 1970, 1976a).

L'hypophysectomie entraine ¢galement des modifications de la composition
phospholipidique des membranes mitochondriales avec une augmentation de la proportion
des acides gras saturés et des perturbations fonctionnelles des mitochondries avec une
importante réduction des concentrations des cytochromes (a, as, b, ¢ et ¢;) de la chaine
respiratoire (Matsubara et al., 1972 ; Maddaiah et al., 1976b ; Cléjan et al., 1980 ; Maddaiah
et Cléjan, 1986). Un traitement par la GH restaure efficacement les concentrations en
cytochromes et la composition phospholipidique des membranes chez le rat
hypophysectomisé (Cléjan et al., 1980). Les effets de la GH, notamment sur la composition
phospholipidique des membranes mitochondriales sont rapides (4 heures) et peuvent
représenter un des mécanismes d’action possibles de l'hormone dans la régulation du
métabolisme cellulaire. Un traitement chronique par la GH chez des rats hypophysectomisés
augmente également I’état 3 (non limité par la disponibilit¢ en ADP) de la respiration
mitochondriale (Maddaiah et Cléjan, 1986 ; Cléjan et al., 1980). En plus d'effets liés a la
composition phospholipidique des membranes, la GH pourrait affecter plus spécifiquement
certains complexes de la chalne respiratoire et en particulier le complexe I NADH
déshydrogenase et le complexe IV mais les mécanismes moléculaires mis en jeu ne sont pas
clarifiés.

Les effets de la GH peuvent passer en partie par une activation de l'expression des
enzymes mitochondriales. Ainsi, la synthése des protéines mitochondriales hépatiques,
estimée par incorporation de leucine radioactive in vivo et in vitro, est réduite chez le rat
hypophysectomisé et corrigée apres traitement par la GH (De Favelukes et al., 1975). La GH
pourrait donc réguler les concentrations des cytochromes de la chaine respiratoire via son
effet sur l'anabolisme protéique mitochondrial et cytosolique (Matsubara et al., 1972 ;
Maddaiah et al., 1976b). 1l faut cependant observer que I’activité de la cytochrome ¢ oxydase
(Cox), qui est dramatiquement effondrée aprés hypophysectomie, est seulement partiellement
restaurée par un traitement par la GH alors que les concentrations en cytochromes sont elles
complétement restaurées. La réduction de ’activité Cox apres hypophysectomie ne découle
donc pas uniquement de la diminution des concentrations en cytochromes a et a3 mais
pourrait impliquer d'autres effets activateurs de I'hormone sur 'activité méme de I'enzyme.

Cependant, l'effet de la GH a été récemment abordé sur la respiration de
mitochondries issues de muscle squelettique de rat (Peyreigne et al., 2002). L’expérience

consistait a injecter de la GH recombinante a des rats pendants 15 jours, puis a extraire les
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mitochondries des tissus musculaires squelettique afin d’étudier leur consommation
d’oxygeéne par oxygraphie. Les auteurs n’ont mis en évidence aucun effet significatif de la

GH sur le métabolisme oxydatif de ces mitochondries isolées.

V.3.6.2. Effets anti-apoptotiques de la GH

Récemment, un nouveau role biologique important de la GH a été proposé. Il apparait
maintenant évident que cette hormone exerce des effets anti-apoptotiques sur différents types
cellulaires qui expriment son récepteur. Le role anti-apoptotique de la GH est, par exemple,
primordial dans la fonction de reproduction ou elle favorise la folliculogenése chez la rate par
réduction du nombre d’atrésies folliculaires in vitro (Eisenhauer et al., 1999) et in vivo chez
les souris transgéniques surexprimant la GH humaine (Danilovich et al., 2000). D’autres
travaux montrent que la GH favorise la survie cellulaire, notamment chez la rate, ou
I’involution de la glande mammaire induite par le sevrage peut étre prévenue par un
traitement concomitant par la GH (Travers et al., 1996). 1l est intéressant de noter que dans
ce cas, le role anti-apoptotique de la GH s’exercerait de fagon autocrine/paracrine comme le
démontrent des travaux menés sur des cellules MCF-7 transfectées avec le gene de la hGH
(Kaulsay et al., 2001) ou sur des cellules C2C12 exprimant I’ADNc codant pour le GHR
(Segard et al., 2003). Récemment, I’effet anti-apoptotique de la GH a été indiqué dans des
lignées cellulaires d’ostéoblastes, les cellules UMR 106 (Morales et al., 2003). Des études in
vivo montrent également qu’un traitement par la GH exerce un effet cyto-protecteur
important sur les cellules intestinales de rat soumis a des radiations ionisantes (Mylonas ef al.,
2000). Les effets cytoprotecteurs de la GH ont été montrés également in vitro, puisque
I’hormone empéche 1’apoptose de cellules CHO provoquée par un traitement a la colchicine
(Goh et al., 1998).

Au niveau moléculaire les effets anti-apoptotiques de la GH ont principalement été
étudiés dans des lignées immortalisées. Ainsi les effets anti-apoptotiques de 1’hormone sont
induits par I’activation de protéines cytoplasmiques comme la protéine kinase Akt dans les
cellules CHO (Costoya et al., 1999), et la protéine kinase A dans des cellules folliculaires
ovariennes de beeuf (Sirotkin et Makarevich, 1999). Le mécanisme d’inhibition de 1’apoptose
par la GH a également été caractérisé par l’activation au niveau nucléaire de facteurs
transcriptionnels, tels que NF-kappaB, Bcl-2 et Bag-1 (Haeffner et al., 1999 ; Jeay et al.,
2000, 2001) dans les lignées U937 et Ba/F3, ou encore le facteur de réparation de I’ADN,
CHOP/GADD153 dans la lignée MCF7 (Mertani et al., 2001). La GH pourrait ¢galement
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influer sur ’apoptose par I’'intermédiaire des molécules de signalisation, notamment STAT-5.
Les protéines STAT jouent en effet un role important, de part leur position centrale dans la
signalisation des tyrosines kinases, dans I’activation du cycle cellulaire et dans I’inhibition de
I’apoptose, contribuant a la progression oncogénique. Lorsque les thérapies moléculaires de
tumeurs conduisent a I’inhibition de la signalisation au niveau des protéines STAT, la
réponse tumorale a la chimiothérapie et a la radiothérapie conventionnelle est augmentée. Il a
¢galement été observé que plusieurs types de traitements échouent a cause de la présence de
protéines STAT constamment activées qui stimulent la prolifération cellulaire et inhibent
I’apoptose (Calo et al., 2003). La mitochondrie étant I'un des premiers organites modulateurs
de la mort cellulaire (Wallace, 1992 ; Zamzami et al., 1996), se situant au carrefour entre
nécrose et apoptose (pour revue, Nieminen, 2003), il devient essentiel de clarifier les effets

potentiels directs de la GH sur ces organites.

Dans la conception classique, les effets de la GH ont ét¢ interprétés par une action sur
des récepteurs membranaires et des voies de signalisation intracellulaire. Pourtant, la GH et
son récepteur peuvent €tre internalisés pour se retrouver dans différents compartiments
intracellulaires. Ainsi, une accumulation de GH tritiée a été observée dans la fraction
mitochondriale, 2 min apres injection de ’hormone a des rat hypophysectomisés (Maddaiah
et al., 1970). Par autoradiographie, Groves ef al. (1972) ont détecté la présence de ['*1]-GH
dans la mitochondrie, 5 min aprés 1’injection. Une étude d’internalisation de la GH in vivo
(Lobie et al., 1994) menée sur des rats Lewis-dwarf, déficients en GH, confirme la capture
trés rapide de ['*I]-GH dans la fraction mitochondriale 2 min aprés I’administration ainsi
que son accumulation durant 60 minutes. La GH, internalisée in vivo, n'est pas une forme

dégradée de I’hormone mais correspond a la protéine de 22 kDa.

V.3.6.3. Organisation structurale de la mitochondrie

Les mitochondries sont connues pour constituer « I’'usine énergétique » des cellules
eucaryotes. Les processus métaboliques fondamentaux tels que le transport d’électrons, la
phosphorylation oxydative, I’oxydation des acides gras, le cycle de I’acide citrique, une
partie du cycle de I’'urée prennent place au sein de cet organite.

Les mitochondries adoptent une grande variété de formes allant de la forme sphérique
jusqu’au réseau tubulaire. L’apparence complexe des mitochondries dépend de I’organisme

ainsi que de I’état métabolique du type cellulaire qui les renferme. Ces organites particuliers

112



sont faits de deux membranes: la membrane externe et la membrane interne qui peut
s’invaginer en crétes. Cette derni¢re peut étre partagée en deux entités : la membrane interne
jouant le role de barriere et la membrane des crétes mitochondriales. La premicre, limitant la
matrice, est continue et étroitement apposée a la membrane externe de fagon a former une
sorte d’enveloppe physiologique de la mitochondrie. Les membranes des crétes sont des
invaginations de la membrane interne faisant saillie dans 1’espace matriciel. Les crétes sont
connectées a la membrane interne par des structures tubulaires étroites de longueurs variées,
appelées jonctions des crétes, plutot que par de larges ouvertures comme cela est
généralement montré (Daems et Wisse, 1966 ; Mannella et al., 1994 ; Perkins et al., 1997 ;
Perkins et Frey, 2000) (Figure 31). De plus, il existe de nombreuses variations
morphologiques des membranes formant les crétes : elles peuvent étre tubulaires, lamellaires

ou triangulaires (pour revue, Scheffler, 2001).

Créte

Matrice
Membrane externe

Membrane
interne

B Jonctions de créte

Figure 31 : Organisation structurale de la mitochondrie

Une reconstitution partielle d’'une mitochondrie par tomographie en microscopie électronique est
présentée en A. la membrane externe est trés sombre et la membrane interne apparait en gris plus
clair. Seulement quelques crétes sont visibles. Elles sont connectées a la membrane interne par des
structures tubulaires, les jonctions de crétes. Le schéma B montre l'interprétation des images
obtenues par tomographie en microscopie électronique. Le modéle du haut représente
I'interprétation conventionnellement admise, celle du bas l'intégration des jonctions de crétes dans
le nouveau modele (d’aprés Scheffler, 2001).
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V.3.6.4. Les voies d’entrées dans la mitochondrie

Chaque mitochondrie est constituée de plus de 1000 protéines différentes dont
seulement 8 sont actuellement connues pour étre codées et synthétisées par le génome
mitochondrial de levure (13 chez ’homme). Le reste est codé et synthétisé au niveau des
ribosomes cytosoliques. Chacune de ces protéines présente une identité¢ biochimique propre
et nécessite différents degrés d’assistance de la part des composants cellulaires permettant
leur adressage a la mitochondrie. La mission de ce systéme cellulaire est de sélectionner les
protéines cellulaires destinées a la mitochondrie et de faciliter le flux efficace de ces
protéines depuis le cytosol vers cet organite.

Dans la plupart des cas, ce trafic est conduit par différents transporteurs selon deux
étapes distinctes nécessitant la présence de protéines particulieres au niveau de la membrane
externe (TOM, « Translocase of the Outer Mitochondrial Membrane ») et interne (TIM,
« Translocase of the Inner Mitochondrial membrane »). Cependant, dans quelques cas, la
translocation au niveau des deux membranes peut étre couplée, nécessitant leur contact. Ces
sites sont appelés points de contact. Aussi, une ferme association a certains points est

indispensable a 1’organisation structurale des membranes mitochondriales.

V.3.6.4.1. Import classique de protéines cytosoliques

La plupart des protéines matricielles et quelques protéines de la membrane interne et
de l’espace inter-membranaire possédent une préséquence N-terminale clivable qui
fonctionne en tant que signal de ciblage. Cette séquence est clivée par une peptidase localisée
dans la matrice (pour revue, Roise et Schatz, 1988 ; Endo et Kohda, 2002). Ces séquences
nécessitent seulement une longueur minimale de 20 acides aminés et la capacité de former
une hélice basique amphiphile afin de remplir leur fonction (Hurt et al., 1985 ; von Heijne,
1986 ; Hartl et al., 1989). Lors de la synthése protéique ou juste apres, les préprotéines
mitochondriales sont liées a des protéines chaperonnes les maintenant dans une conformation
relachée compétente pour la translocation. Ces molécules chaperonnes incluent les membres
de la famille hsp70 aussi bien que des facteurs spécifiques tel que le MSF (« Mitochondrial
import Stimulating Factor ») qui reconnait les préséquences mitochondriales (Deshaies et al.,
1988 ; Murakami et al., 1988 ; Hachiya et al., 1995). Les précurseurs protéiques peuvent

ensuite se lier aux sous unités réceptrices d’une translocase, le complexe TOM présent au
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niveau de la surface mitochondriale. Ces précurseurs peuvent alors étre transloqués a travers
la membrane externe, triés, repliés, traités et assemblés dans le compartiment mitochondrial
adéquat (Neupert, 1997 ; Voos et al, 1999 ; Koehler, 2000). D’autres protéines
mitochondriales sont synthétisées sans préséquence signal. Quelques protéines de la
membrane externe posseédent des signaux de ciblage mitochondrial dans le domaine N-
terminal ressemblant aux préséquences clivables (Nakai et al., 1989 ; MacBride et al., 1992).
Cependant, d’autres protéines possédent de multiples signaux internes de ciblage
mitochondrial (Folsch et al., 1996 ; Davis et al., 1998 ; Kanaji et al., 2000 ; Dembowski et
al., 2001 ; Rapaport et al., 2001 ; pour revue, Rapaport, 2003).

Le complexe TOM représente une véritable machinerie multi sous unités de
translocation (pour revue, Rassow et Pfanner, 2000 ; Pfanner et Wiedemann, 2002) (Figure
32). Le complexe TOM comprend une collection de récepteurs reconnaissant les protéines
mitochondriales et un canal, ou GIP (« General Import Pore »), dirigeant les protéines
destinées a la translocation. Les récepteurs guident les préprotéines vers le canal par
interactions séquentielles avec des sites de liaison chargés négativement d’affinité croissante
(Mayer et al., 1995 ; Komiya et al., 1998). Il est constitu¢ d’un cceur de 400 kDa environ
chez la levure Saccharomyces cerevisiae contenant Tom40, Tom22, Tom6, TomS. Tom22
interagissant avec Tom20 et Tom70, assimilés a des récepteurs, par I’intermédiaire de leurs
domaines cytosoliques joue le réle d’organisateur central du complexe TOM et agit en tant
que relais des préprotéines depuis les récepteurs vers le GIP (Kiebler ef al., 1993 ; Dekker et
al., 1998 ; van Wilpe et al., 1999 ; Model et al., 2001). Tom5 entre également en jeu pour
aider Tom20/Tom22 a guider les protéines vers le GIP (Dietmeier et al., 1997).

Une fois transloquées dans I’espace intermembranaire, les préprotéines destinées a la
matrice interagissent avec le complexe TIM23 (Figure 33). Cette translocase présente au
niveau de la membrane interne est constituée de Timl17, Tim23, Tim44 et d’une autre sous
unité encore non caractérisée de 14 kDa. Les protéines membranaires intégrales Tim23 et
Tim17 sont apparentées dans leurs séquences et forment le canal de guidage des protéines de
la membrane interne (Berthold et al., 1995 ; Ryan et al., 1998). La protéine matricielle
hydrophile Tim44 est associ¢ée a Tim23, Tim17 (Maarse et al., 1992 ; Berthold et al., 1995)
et les lipides de la membrane interne (Weiss et al., 1999). Chez la levure, Tim23 se présente
sous la forme d’un dimére induit par des glissiéres a leucine du domaine N-terminal en
présence d’un potentiel membranaire (Bauer et al., 1996). La liaison des préprotéines cause

la dissociation du dimére Tim23 et initie la translocation de la préprotéine a travers la
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membrane interne. En plus de la dimérisation du complexe Tim23, le potentiel de membrane
doit générer une force motrice afin de transloquer dans la matrice les préséquences chargées
positivement. Dans la matrice, la préprotéine entrante est liée par la protéine chaperonne mt-
Hsp70 («mitochondrial-Heatshock protein of 70 kDa ») associée a Tim44 d’une manicre
dépendante de I’ATP (Bomer et al., 1998). Suite a cette liaison, I’ATP subit une hydrolyse
conduisant au renforcement de I’association de la préprotéine a la protéine mt-Hsp70
(« matrix-Heatshock protein ») et a la dissociation de cette derni¢re de Tim44 (Schneider et

al., 1996).

Protéine précurseur contenant
des signaux internes associée
a une protéine chaperonne

Préprotéine contenant une préséquence

Préséquence

Membrane externe mitochondriale

Figure 32 : Organisation du complexe TOM

Le complexe TOM comprend 3 récepteurs principaux : Tom20, Tom22 et Tom70. Les récepteurs
initiaux (Tom70 et Tom20) sont associés de fagon lache au GIP formé par les protéines formant un
pore, Tom40, et 3 petites protéines Tom, Tom7, Tom6 et Tom5. les préprotéines ayant une
préséquence sont reconnues par Tom20, transférées a Tom22, Tom5 et Tom40 puis transloquées a
travers la membrane externe. Lorsque la préséquence émerge dans I'espace intermembranaire, elle
se lie au domaine C-terminal de Tom22 avant d’étre transférée vers la membrane interne. Les
protéines précurseurs ayant des signaux internes se lient aux multiples molécules réceptrices
Tom70. Elles sont transférées lors d’'une étape dépendante de I'ATP au complexe GIP par
I'intermédiaire de Tom22 et Tom5 (d’apreés Pfanner et Wiedmann, 2002). TOM : « Transclocase of
the Outer Mitochondrial membrane », GIP : « General Import Pore ».
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Membrane interne mitochondriale

Matrice

Protéine matricielle mature

Figure 33 : Translocation des protéines matricielles par le complexe TOM23

Le complexe TIM23 est composé de Tim23, Tim17 formant un complexe stable, et de Tim44. le
domaine N-terminal de Tim23 présent dans |'espace intermembranaire reconnait les
préséquences émergeant du complexe TOM. Le canal de Tim23 est activé par le potentiel de
membrane (Ay). Le moteur de limport est constitué de mt-Hsp70, de Tim44 et d'une
cochaperonne mitochondriale dimérique (Mge1). Le moteur est conduit par I'hydrolyse d’ATP, puis
'enzyme MPP clive la préséquence et libére la protéine matricielle sous une forme mature
(d’aprés Pfanner et Wiedmann, 2001). mt : « matrix », Mge : « the mitochondrial homolog of
procaryotic GrpE », MPP : « Mitochondrial Processing Peptidase ».
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V.3.6.4.2. Transport des métabolites et des protéines au niveau des points de

contact

Les préprotéines peuvent étre insérées dans la membrane interne selon 3 voies
distinctes. La translocation a travers la membrane interne peut étre bloquée au niveau de
Tim23 et la préprotéine est alors insérée dans la bicouche lipidique (Kaput ez al., 1982 ; van
Loon et Schatz, 1987). Une autre alternative est la ré-insertion des préprotéines de la matrice
dans la membrane interne par un complexe appelé TIM22 (Sirrenberg et al., 1996) (Figure
34).

Protéine précurseur associée a
une protéine chaneronne

Membrane externe mitochondriale

Membrane interne mitochondriale

Matrice

Figure 34 : Insertion de protéines hydrophobes dans la membrane interne mitochondriale
par le complexe TIM22

La protéine chaperonne permet le maintien de la protéine précurseur sous une forme compétente
qui va se lier a plusieurs molécule de Tom70, puis est transférée au niveau du GIP par un
processus dépendant de I’ATP. Elle se lie au complexe Tim9/Tim10 par ses formations en boucle.
L’intégration membranaire est réalisée par le complexe TIM22 sous la dépendance du potentiel de
membrane (Ay) (d’aprés Pfanner et Wiedmann, 2001). TOM : « Translocase of the Outer
Membrane », TIM : « Translocase of the Inner Membrane », 9 et 10 : Tim9 et Tim10.
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Apres la translocation par le complexe TOM, un complexe soluble composé de Tim9
et Tim10 se lie aux préprotéines et les transfere au complexe TIM22, composé des sous
unités Tim9, Tim10, Tim12, Tim18, Tim22 et Tim54, qui induit 1’insertion des préprotéines
dans la membrane interne (Sirrenberg et al., 1996, 1998 ; Koehler et al., 1998a,b ; Adam et
al., 1999 ; van Wilpe et al., 1999) en présence d’un potentiel de membrane.

Les mitochondries peuvent subir des perturbations dans leur organisation structurale
par choc osmotique ou sonication. Ce type de procédé conduit a la production de vésicules de
membrane interne, de membrane externe et de vésicules particulieres de membranes externe
et interne assemblées par un point de contact (Ohlendieck et al., 1986 ; Adams et al., 1989 ;
Kuyznierewicz et Thomson, 2002). Ces points de contact ont été observés en microscopie
¢lectronique (Thomson et al., 1995 ; Brdiczka et al., 1998) et ont été étudiés. Ils sont formés
par Iinteraction de protéines localisées dans la membrane interne telles que I’ANT pour
« Adenine Nucleotide Translocase » et dans la membrane externe comme la porine ou
VDAC pour « Voltage-Dependent Anion Channel » (Brdiczka et al., 1998, Thomson, 1998 ;
pour revue, Dolder et al., 2001 ; Reichert et Neupert, 2002 ; Thomson, 2003). Ces formations
membranaires existeraient sous différentes formes en fonction de leur role et des protéines
qui les constituent : certaines seraient plus impliquées dans I'import de métabolites, de
protéines et de corps lipidiques, alors que d’autres joueraient un role plus important dans
I’export (Brdiczka et al., 1998). Un élément commun des modeles théoriques représentants
les différents points de contact est I’interaction spatiale trés proche entre les composants des
membranes externe et interne qui facilite I’essentiel des fonctions mitochondriales. La
fréquence des points de contact augmente en réponse a I’ATP (Bucheler et al., 1991),
suggérant un transport actif par cette voie.

Un tel modele décrit la conduite des métabolites et la perméabilité transitoire dans les
mitochondries par I’intermédiaire de I’ANT/ mtCK (« mitochondrial Creatine Kinase ») et de
la porine (ou VDAC) (pour revue, Dolder et al., 2001 ; Reichert et Neupert, 2002 ). L’étude
de ce mode d’entrée a été entreprise in vitro et a montré la génération d’un complexe de 400
kDa (Brdiczka et al., 1994). Ce modele montre « I’emprisonnement » de mtCK entre ’ANT
de la membrane interne et la porine présente dans la membrane externe (Beutner ef al., 1996 ;
Dolder et al., 2001). Ce complexe induit un systéme de navette compétent de
phosphocréatine et de créatine entre la mitochondrie et le cytosol. Le transport de précurseurs
phospholipidiques et de phospholipides semble étre facilité au niveau des points de contact
(Ardail et al., 1990a,b, 1991 ; Simbeni et al., 1991) (Figure 35). En particulier, la

phosphatidylsérine est transloquée au niveau de la membrane interne ou elle subit une
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conversion en phosphatidylethanolamine. De plus, 1’acide phospholipidique cardiolipine est
enrichi dans les fractions de densité¢ intermédiaire entre la membrane interne et externe

(Ardail et al., 1990b).
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mitochondriale

g gg externe

S

Espace intermembranaire

A

sl

%C% %R Membrane
g mitochondriale
g Lg interne

Matrice

Figure 35 : Structure d’un point de contact mitochondrial

La figure A présente une photographie obtenue par microscopie électronique d’'une mitochondrie
isolée de foie de rat de forme condensée suite a une fixation chimique. Les fleches pointent les
sites de contact entre la membrane interne et externe (Hackenbrock, 1968). La figure B
représente un schéma de point de contact. La porine située dans la membrane externe interagit
avec le ftranslocateur adénylate (ANT) de la membrane interne soit directement, soit par
I'intermédiaire d’'un complexe intermédiaire formé par les unités de la crétine kinase (CK). Une
protéine liée au GTP (G) se lie a sa protéine-cible (T) et induit une traction des membranes
interne et externe conduisant a leur contact et fusion (d’aprés Thomson, 2003). IBM : « Inner
Boundary Membrane », OM : Outer Membrane, C : « Cristae membrane ».
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La premiére indication pour I’attribution d’une fonction biologique aux points de
contact dans le phénomene de translocation protéique est venue d’études en microscopie
¢lectronique (Kellems et al., 1975). Des ribosomes cytoplasmiques ont été trouvés attachés a
la membrane externe mitochondriale de levure. Cette association était particulierement
prononcée suite a I'inhibition de la synthése protéique par addition de cycloheximide qui
laissait les chaines protéiques naissantes attachées aux ribosomes. Dans les mitochondries
condensées, la liaison des ribosomes était limitée aux sites ou les membranes externe et
interne étaient étroitement apposées. Ceci indiquerait la possibilité d’une translocation
mitochondriale co-traductionnelle. La présence d’enzymes responsables de la biosynthese
des glycosphingolipides a été mise en évidence dans un compartiment particulier, le MAM
(« Mitochondrial-Associated Membrane »), fraction membranaire reliant le réticulum
endoplasmique a la mitochondrie, suggérant le couplage entre la biosynthése de ces
métabolites et leur translocation dans la mitochondrie (Ardail et al., 2003). La voie des points
de contact a également été proposée pour le transport du cholestérol depuis la membrane
externe vers la membrane interne dans le processus de stéroidogenése (Thomson, 2003),
comme cela avait été exposé pour les acides gras (Schleyer et Neupert, 1985).

Les points de contact morphologiquement stables sont présents méme aprés une
désintégration de la mitochondrie. En revanche, les sites de translocation des préprotéines
semblent avoir une dynamique assez importante et un complexe supramoléculaire contenant
des sous unités des complexes TIM23 et TOM n’est formé qu’en présence d’un intermédiaire
de translocation bloqué. Un tel complexe verrouillé se déplacerait latéralement dans les 2
membranes et s’accumulerait par conséquent au niveau des aires ou les 2 membranes sont
étroitement proches. Ces points de contact sont observés dans tous les types de mitochondries
indépendamment de la présence de précurseur en transit (Rassow et al., 1989). En fait, les
complexes TIM et TOM, malgré la présence de préprotéines en transit, peuvent diffuser
latéralement indépendamment 1'un de l'autre dans leur membrane. Il semble alors peu
probable que de telles connexions présentent la stabilité¢ des points de contact et conduisent a
une proche apposition des deux membranes. Lorsque les préprotéines sont fermement
verrouillées dans la machinerie de I’import, les complexes TIM et TOM sont associé¢s de
facon stable I’un a ’autre. Actuellement, il n’existe pas de preuve montrant I’implication des
complexes de translocation dans la génération des points de contact.

La structure moléculaire et les fonctions des points de contact demeure maticre a
spéculations. Les interactions entre les composants des membranes interne et externe servent

les fonctions mitochondriales essentielles telles que le guidage des métabolites et la fusion et
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fission des mitochondries. Ces interactions sont dynamiques, mais il manque la preuve de
I’existence d’une protéine permettant la stabilité structurale des points de contact. Le méme
dilemme est rencontré pour les sites de translocation protéique, bien que dans ce cas, les
interactions stables entre les deux membranes sont observées lorsque les préprotéines sont
stoppées durant I’import mitochondrial. Lorsque les complexes TOM et TIM sont tous deux
bloqués, ils bougeraient latéralement vers les points de contact et s’y accumuleraient jusqu’a

la séparation des membranes externe et interne.

Les jonctions de crétes mitochondriales seraient également impliquées dans la
translocation protéique. Les crétes sont connectées a la membrane interne par ces jonctions
constituées par des segments tubulaires étroits de diamétre uniforme (28-30 nm) dans
différents tissus et organismes (Mannella et al., 1994 ; Perkins et al., 1997 ; Perkins et Frey,
2000). Leur longueur varie et peut atteindre plusieurs centaines de nm. La membrane interne
et la membrane de la créte sont contigués, cependant, I’étroitesse de ces jonctions conduit a
I’hypotheése d’une division de la membrane interne en plusieurs compartiments. Les crétes
joueraient le role de barriéres de diffusion pour les protéines et les métabolites (Mannella et
al., 1994, 1997). Cependant, au contraire de ce qui avait été supposé (van der Klei et al.,
1994), une étude de tomographie électronique a montré une distribution au hasard des points
de contact et des jonctions des crétes sans colocalisation (Perkins et al., 1997 ). Les jonctions
de crétes limiteraient la diffusion latérale dans la membrane des crétes. Cette dernicre
jouerait le role d’une sorte de réservoir pour les composants de la membrane interne, qui, sur
demande, seraient disponible pour I’interaction avec des composants de la membrane externe.
La dynamique des points de contact serait alors affectée par un tel processus. Par conséquent,
la quantité des échanges de métabolites avec le cytosol, la fusion et la fission mitochondriale,
la quantité¢ de protéines importées dans la mitochondrie, I’apoptose et autres processus
pourraient étre régulés par les jonctions des crétes (Reichert et Neupert, 2002). A I'inverse,
I’espace inter-créte jouerait le role de réservoir pour les protéines intermembranaires solubles
telles que Tim9, Tim10 ou le cytochrome c. Une autre question soulevée est de savoir si les
jonctions des crétes régulent différemment la diffusion latérale des sous unités protéiques
encore non assemblées des complexes supramoléculaires. Dans ce cas, elles serviraient de
point de contrdle de la qualité des structures quaternaires. Seuls les complexes intégralement
associés seraient autorisés a franchir la membrane limitante des crétes. Ces fonctions sont

encore au stade d’hypothese. Jusqu’a présent, aucun composant moléculaire impliqué dans la
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formation des crétes n’a été caractérisé, cependant, une telle activité a été discutée au sujet

d’une GTPase apparentée a la dynamine présente dans les mitochondries (Wong et al., 2000).

V.3.6.5. La chaine respiratoire mitochondriale

Le fonctionnement mitochondrial implique principalement la chaine respiratoire
responsable des oxydations phosphorylantes. La chaine respiratoire est un ensemble de
quatre complexes multi-enzymatiques (complexes I, II, III, IV) et de ’ATP synthétase

(complexe V), enchassés dans la membrane interne des mitochondries au niveau des crétes

P
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ATP + H20

Complexe I
H* aH*

NADH 2 0
NAD+ Succinate

~3H*

4H*

Complexe V

0:

Complexe | o
Fumarate llomplexe IV

Complexe Il

Figure 36 : Organisation de la chaine respiratoire mitochondriale

Complexe | : NADH-ubiquinone oxydoréductase, complexe |l : succinate-ubiquinone
oxydoréductase, complexe Il : ubiquinol-cytochrome c¢ reductase, complexe IV : cytochrome c
oxydase, complexe V : ATP synthase. FeS : centre Fer-Soufre, QH2 : quinol, Q : quinone, cyt :
cytochrome, FMN : flavine mononucléotide, FAD : flavine dinucléotide.
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La chaine respiratoire ne va pas directement fabriquer de I'ATP, mais récupérer
I'énergie stockée dans les métabolites utilisés par les complexes. Les transporteurs
d’oxydoréduction de la chaine respiratoire sont des flavoprotéines mononucléotides (FMN),
des cytochromes, des protéines Fer-Soufre (Fe-S) et des ubiquinones couplées au cuivre. Le
gradient de proton résultant de ce transport d’électrons fournit I'énergie nécessaire a la

syntheése d'ATP au niveau du dernier complexe, le complexe V ou ATP synthétase.

Le complexe I, ou NADH-ubiquinone oxydoréductase, est un complexe lipoprotéique
transmembranaire dont la masse globale est d’environ 1000 kDa (Walker, 1992 ; Fearnley et
al., 2001). 11 est constitué¢ de plus de 40 sous unités dont seulement 14 sont indispensables a
sa fonction principale. Il est le premier site accepteur d’¢électrons de la chaine respiratoire. La
premicre étape consiste en un transfert d’électrons a partir du NADH provenant du cycle de
Krebs, se déroulant dans la matrice vers le Coenzyme Q (ou ubiquinone) présent dans la
bicouche lipidique. Le NADH est oxydé par la FMN puis les électrons passent a travers les 6
centres Fe-S dont le dernier céde ses électrons au Coenzyme Q. Lors de cette derniere étape,
un transfert de protons s’effectue depuis la matrice vers I’espace intermembranaire a travers

la membrane interne.

Le complexe II, ou succinate-ubiquinone oxydoréductase, comprend la succinate
déshydrogénase et un ensemble de protéines contenant le cytochrome b. La structure de ce
complexe a été étudi¢ chez la levure et renferme 2 domaines particuliers, un domaine
catalytique portant le FAD («Flavin Adenine Nucleotide ») et un domaine protéique
renfermant 3 centres Fe-S. Le domaine catalytique fixe le FAD par une liaison covalente
dont la formation est stimulée par les intermédiaires du cycle de Krebs tels que le succinate,
le fumarate, le malate et 1’oxaloacétate (Brandsch et Bichler, 1989 ; Robinson et Lemire,
1996). Ce complexe permet d’oxyder le succinate en fumarate permettant le transfert de 2
¢lectrons au complexe III par des ubiquinones diffusant dans la bicouche lipidique sans

couplage avec un transfert de protons vers I’espace intermembranaire.

Apres l'action du complexe I ou du complexe II, les molécules d'ubiquinone réduites
vont transporter les deux électrons dans la membrane jusqu'au complexe III ou ubiquinol-
cytochrome c réductase. Il peut également collecter les électrons provenant de la B-oxydation
des acides gras (Brandt et Trumpower, 1994). Ce complexe multi-enzymatique est
entierement membranaire et présente une masse d’environ 280 kDa. Les ubiquinones réduites

en ubiquinol forment un pool de coenzymes libres dans la phase lipidique membranaire et
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jouent le réle de navette des équivalents réducteurs entre tous les complexes membranaires et
I’'ubiquinol-cytochrome ¢ réductase. Ce complexe permet le transfert d’électrons a un
deuxiéme transporteur mobile situ¢ dans ’espace intermembranaire, le cytochrome c. Cette
ré-oxydation fournit 1’énergie nécessaire pour ¢jecter les protons hors de la matrice

mitochondriale.

Le cytochrome ¢ va transporter les €lectrons jusqu'au complexe IV ou cytochrome ¢
oxydase. Ce complexe, chez les mammiféres, comprend plusieurs sous unités (13 chez le
beeuf) dont le poids moléculaire est d’environ 200 kDa (Tsukihara et al., 1995). 1l permet de
catalyser la derniére réaction d’oxydoréduction de I’oxydation phopshorylante par
I’intermédiaire de deux sous unités (I et II) contenant les centres d’oxydoréduction : CuA,
héme a et a3/CuB (Capaldi, 1990). Les ¢lectrons donnés au cytochrome ¢ entrent dans le
complexe par I'intermédiaire d’un résidu tryptophane trés conservé de la sous unité II (Witt
et al., 1998a,b ; Wang et al., 1999b ; Zhen et al., 1999) et sont transférés au di-oxygeéne par
I’intermédiaire des 4 centres d’oxydoréduction pour former de 1’eau. Le centre CuA est situé
dans le domaine hydrophile de la sous unité II faisant face a ’espace intermembranaire. Ce
centre est le premier et I'unique centre accepteur du complexe (Malatesta et al., 1998). Les
¢lectrons sont transférés du centre CuA a I’héme a de la sous unité I. L’héme a se situe plus
pres du centre CuA que ’héme a3 donc recoit préférentiellement les électrons. Cependant,
un transfert direct sur ’héme a3 est possible mais avec des conséquences dramatiques sur
I’efficacité du transfert d’énergie (Kannt et al., 1999). Le centre binucléaire du complexe,
situ¢ sur la sous unité II et profondément enfoui dans la membrane. Il constitue le site de
liaison de I’oxygene et le lieu de formation de I’eau. Il nécessite donc un acces facilité pour
ses substrats (O, et H"). Il joue probablement un réle clé dans le transfert d’énergie
(Trumpower et Edwards, 1979 ; Garcia-Horsman et al., 1994). L’énergie libre liée a la
réaction de la cytochrome c oxydase est stockée dans un gradient de protons, avec en général

un rapport de 4 protons pompés pour une molécule d’oxygeéne réduite.

Le fonctionnement de la chaine respiratoire a permis la création d'un gradient de pH
et électrique entre la matrice mitochondriale et 1'espace intermembranaires des mitochondries
via le transfert de protons (la face matricielle étant négative par rapport a la face externe ou
s’accumulent les charges positives). Mais il n'y a pas encore eu de synthése d'ATP. Cette
synthése va étre effectuée par une autre protéine membranaire, 'ATP synthétase ou FoF;-

ATP synthase (450 kDa). La membrane interne étant imperméable aux protons, ceux-ci ne
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peuvent retourner dans la matrice qu’en utilisant une perméase spécifique, I’ATP synthétase.
Cette derni¢re permet la synthése d’ATP. Ce complexe est formé par ’association de deux
entités structurales distinctes : le complexe Fy associant 5 types de sous unités, joue un role
de tunnel transmembranaire (canal ionique) permettant le passage des protons ; le complexe
F, formé de 5 types polypeptidiques différents, possede un site « ATPasique » actif sur la
face matricielle de la membrane interne. Par I’intermédiaire de ce site, le complexe F; peut
catalyser soit la déphosphorylation de I’ATP en ADP, soit la phosphorylation de ’ADP en
ATP (elle fonctionne alors comme une ATP synthétase). Une région appelée tige assure la
liaison de Fy et F;. Elle comprend plusieurs éléments dont I’OSCP, protéine conférant la
sensibilit¢ a I’oligomycine (inhibiteur spécifique de I’ATPase). Deux des sous unités
intramembranaires constitutives de Fy permettent a plusieurs complexes Fo-F; de s’associer
pour former des chaines spiralées, provoquant ainsi le reploiement de la membrane interne de
la mitochondrie et la formation des crétes mitochondriales. Les sous unités ¢ et g de Fy
forment une sorte de rotor moléculaire capable de tourner a prés de 100 tours/seconde, dont

le sens de rotation est déterminé par le sens de passage des protons a travers Fy.

Les effets de la GH sont généralement générés indirectement via la stimulation de la
production d’IGF-1 au niveau de ses tissus-cibles ou directement par interaction avec son
récepteur spécifique présent a la surface des cellules-cibles. A la suite de cette interaction, les
différentes voies de signalisation intracellulaires, conduisant aux effets biologiques, ainsi que
I’internalisation du complexe hormone-récepteur sont induites. Cependant, la présence de
I’hormone et de la cavéoline-1, principal marqueur des cavéoles, au niveau de la
mitochondrie nous conduit a émettre une hypothése concernant les interactions possibles
entre la signalisation cellulaire et I’internalisation : est-ce que le mécanisme d’internalisation

contribue a la régulation des effets de I’hormone ?
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OBJECTIFS

Le mécanisme d’action de la GH inclut la liaison de I’hormone & un dimere de GHR
suivie de I’activation de la protéine Jak2. Cette derniere s’autophosphoryle et phosphoryle les
résidus tyrosine du domaine intracellulaire du GHR, fournissant des sites de liaison pour les
molécules de signalisation et conduisant a I’activation de la plupart des voies qui controlent
les effets de la GH, la transcription génique et le métabolisme. Parallelement, le complexe
GH-GHR,; est internalis¢ par la voie des vésicules a clathrine ou par celle des cavéoles.

Considérant I’importance du domaine intracellulaire du GHR dans les actions
biologiques induites par la GH, notre premier objectif est de définir les mécanismes
impliquant la transduction du signal et/ou I’internalisation du complexe GH-GHR, dans
I’obtention des effets physiologiques de la GH inhérents a la mitochondrie. Nous avons
couplé I’analyse par oxygraphie de la consommation d’oxygene globale et la quantification
des variations de NADH et de flavoprotéines obtenues par microscopie biphotonique de
cellules CHO exprimant différentes constructions du GHR présentant des délétions et
troncatures du domaine intracellulaire.

Les résultats que nous avons obtenus lors de cette précédente étude nous ont incité a
¢tudier les voies d’internalisation de maniere plus approfondie. A ce jour, deux voies sont
connues pour l’internalisation du complexe hormone-récepteur : la voie des vésicules a
clathrine, dépendante du systéme ubiquitine-protéasome et la voie des cavéoles. La premiere
est responsable de la dégradation lysosomale de la GH et du GHR alors que la seconde serait
plutot privilégiée pour une redistribution intracellulaire de I’hormone au niveau de
compartiments non hydrolysants tels que le noyau, I’appareil de Golgi et la mitochondrie.
Notre second objectif est de déterminer I’implication de la voie des cavéoles dans
I’internalisation du complexe hormone-récepteur au niveau du principal tissu-cible de la GH,
le foie. Les études réalisées en microscopie électronique et biochimie nous ont permis
d’aborder le role de cette voie d’internalisation dans la présence de la GH et du GHR au
niveau du compartiment mitochondrial. Par oxygraphie sur des cellules BRL exprimant le
GHR entier, nous avons cherché a vérifier 1’existence d’une corrélation entre la cavéoline-1
et/ou les cavéoles dans la capacité respiratoire globale cellulaire suite a une stimulation par la
GH.

Cependant, la présence de la GH associée a la mitochondrie permet d’émettre
I’hypothese d’une action directe de I’hormone sur la fonction de cet organite. Notre dernier

objectif est de démontrer I'import spécifique de la GH marqué avec de I’iode par des
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mitochondries isolées de facon a éliminer toute influence de la fonctionnalit¢ des GHR
présents a la surface cellulaire. Par la mesure des activités enzymatiques des différents
complexes de la chaine respiratoire en spectrophotométrie et de la capacité respiratoire
globale par oxygraphie sur des mitochondries isolées, nous avons essayé¢ d'évaluer 1’impact

direct de I’hormone sur la fonction mitochondriale.
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RESULTATS

Les résultats sont présentés selon les 3 articles suivants :

L Implication de la boite 1 du GHR dans la consommation d’oxygene
mitochondriale en réponse a une stimulation par la GH

II. Role de la cavéoline-1 dans le transport de la GH vers la mitochondrie

I11. Action directe de la GH sur la fonction mitochondriale
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I Implication de la boite 1 du GHR dans la consommation d’oxygéne

mitochondriale en réponse a une stimulation par la GH

Les actions biologiques de la GH sont initiées par son interaction avec ses récepteurs
spécifiques (GHR) ancrés dans la membrane cellulaire des cellules-cibles. Le GHR
appartient a la classe I de la superfamille des récepteurs des cytokines caractérisée par la
présence d’un seul domaine transmembranaire et 1’absence d’activité tyrosine kinase
intrinseque (Finidori et Kelly, 1995). La phosphorylation des résidus tyrosine du GHR
induite par la GH est dépendante de I’habilité du GHR a activer une protéine tyrosine kinase,
Jak2, membre de la famille Janus kinase. Jak2 est la protéine qui permet I’initiation de la
plupart des voies de transduction du signal induite par la GH (Frank ef al., 1994b;
Vanderkuur et al., 1994 ; Carter-Su et Smit, 1998). Une région riche en résidus proline,
appelée boite 1, est localisée entre les résidus 297 et 311 du domaine intracellulaire du GHR
et est conservée chez les membres de la superfamille. Cette région est indispensable a
I’association de Jak2 au GHR ainsi qu’a I’activation de Jak2 dépendante de la GH (Kelly et
al., 1993 ; Goujon et al., 1994 ; Vanderkuur et al., 1994). Malgré le rdle trés important joué
par la boite 1, le domaine C-terminal du récepteur prend également part a la signalisation
intracellulaire induite par la GH (Sotiropoulos et al., 1994 ; Billestrup et al., 1995). De plus,
ni la délétion de la boite 1 ni la mutation simultanée des 4 résidus proline de cette région ne
perturbent I’internalisation ou la translocation nucléaire de I’hormone (Mertani et al., 2003).
Une fois liée a son dimére de récepteurs, la GH peut étre internalisée selon la voie classique
des vésicules a clathrine, aboutissant a la dégradation lysosomale (Murphy et Lazarus, 1984 ;
Roupas et Herrington, 1988, 1989), ou bien par la voie des cavéoles probablement dans le but
d’une redistribution subcellulaire au niveau du noyau ou de la mitochondrie (Lobie et al.,
1999). Le systéme de conjugaison a I’'ubiquitine régule I’endocytose du GHR dépendante de
la voie des clathrines (Govers et al., 1997 ; van Kerkhof et al., 2000, 2001a, 2002 ; Gent et
al., 2002). En effet, la région intracellulaire du GHR ciblée par le systéme ubiquitine-
protéasome est localisée dans un motif constitué¢ de 10 résidus aminés appelé motif UbE
(Govers et al., 1999). Ce motif inclut un résidu phénylalanine en position 346 chez le rat qui
est considéré comme critique pour l’internalisation induite par le ligand (Allevato et al.,
1995).

La combinaison des mécanismes intracellulaires aboutit aux réponses biologiques
anaboliques (Isaksson et al., 1982) et lipolytiques (Davidson, 1987). La GH améliore

I’oxydation lipidique en augmentant la disponibilité des substrats et, dans quelques cas, en
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stimulant 1’activité mitochondriale (Dudley et Portanova, 1987). L’action de la GH sur la
fonction mitochondriale hépatique de rats hypophysectomisés est maintenant généralement
admise (Katkocin et al., 1979 ; Clejean et al., 1981 ; Maddaiah et Clejean, 1986), mais reste
cependant controversée selon le type d’étude réalisée (Postel-Vinay et al., 1982 ; Mutvei et
al., 1989 ; Peyreigne et al., 2002).

Afin de déterminer le mécanisme sous-jacent a cette action de la GH, nous avons testé
I’habilité de cellules CHO transfectées avec différentes constructions de I’ADNc codant pour
le GHR a stimuler le métabolisme oxydatif par 1’étude des variations d’autofluorescence du
NADH et des flavoprotéines en utilisant la microscopie biphotonique. Les différentes
constructions que nous avons utilisées produisent des GHR délétés de la boite 1 (GHRa297-311)
ou d’une partiec du domaine C-terminal (GHR;4s4), tous deux incapables d’induire la
transduction du signal ; des GHR mutés ponctuellement (GHRp3464) ou délétés de la totalité
du domaine intracellulaire (GHR;,94) présentant une internalisation perturbée. Nous avons
¢galement mesuré la capacité¢ oxydative de ces cellules en réponse a la GH par oxygraphie.
La consommation d’oxygene et ’oxydation du NADH ont été augmentées dans les cellules
CHO-GHR | 433, ou le domaine intracellulaire du GHR est impliqué dans la transduction du
signal et ’internalisation du complexe GH-GHR,, et dans les cellules CHO-GHR 454 ou la
région manquante est responsable de la stimulation de la transcription des génes via STATS
et des oscillations calciques intracellulaires libres. Aucune variation de la consommation
d’oxygene n’a été détectée dans les CHO-GHRaz97.311 et CHO-GHR|294. L’augmentation de
la réduction du NADH et le ralentissement de la consommation d’oxygeéne dans les CHO-
GHR dont le résidu muté est compris dans le motif UbE (CHO-GHRg3464), permettant une
internalisation par la voie des clathrines, indique I’existence d’un systéme de régulation
négative de la respiration cellulaire.

Ainsi, la respiration cellulaire est probablement stimulée en réponse a la GH par un
mécanisme impliquant la voie de signalisation passant par la boite 1. Ce mécanisme d’action
induirait P'oxydation du NADH et serait régulé¢ positivement par I’internalisation du

complexe GH-GHR; par la voie des vésicules a clathrine.
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ABSTRACT

The effects of GH on metabolism are well documented. Some of these effects occurred
through a control of mitochondrial function. The binding of GH to its receptor (GHR)
initiates GH-dependent signal transduction and internalization pathways. Following in vivo
injection of labeled GH, it was found in the mitochondrial compartment. To determine its
underlying mechanism of action on mitochondrial respiration we used CHO transfected cells
with different truncated or deleted constructs of GHR (unable to induce signal transduction
(GHRA297311 and GHR4s4) or internalization (GHRp3464) or both (GHR294)) by measuring
oxidative capacity by polarography and changes in NADH and flavoproteins (FPs)
autofluorescences using two-photon excitation (TPE) microscopy, and GH and GHR
internalization pathways by confocal laser scanning microscopy. Cellular oxygen
consumption and NADH oxidation were increased in response to GH stimulation, in CHO
cells expressing the full-length GHR (GHR,433) involved in signal transduction and GH-
GHR; internalization, and the C-terminally truncated GHR (GHR4s4), responsible for gene
transcription and intracellular free Ca*" oscillations. No variation was detected using GHR
constructs deleted of box-1 region (GHRa297311) and devoid of both box-1 and intracellular
domain (GHR;.94). The increase in NADH reduction and the slowdown of oxygen
consumption in CHO-GHRgp3s6a cells, well-known to disrupt GH clathrin-coated pits
internalization, indicates the existence of a negative regulatory system acting on cellular
respiration. In conclusion, cellular respiration is stimulated in response to GH by a way
involving signal transduction via NADH oxidation and is negatively regulated when GH

endocytosis is impaired.
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INTRODUCTION

The biological actions of growth hormone (GH) are initiated by its interaction with
specific membrane-bound receptors present at the surface of target cells. The growth
hormone receptor (GHR) belonging to the type I of cytokine receptors family is characterized
by a single trans-membrane domain and the lack of an intrinsic catalytic activity (1). GH-
induced tyrosine phosphorylation of GHR depends on the ability of the receptor to activate
the tyrosine kinase Jak2, a member of Janus kinase family (2-4) which initiates most of GH-
dependent signal transduction pathways. A proline-rich region, termed box-1, localized
between amino acid 297 and 311 of GHR intracellular domain and well-conserved within
members of cytokine receptors family, is required for association of Jak2 with GHR as well
as for GH-dependent activation of Jak2 (3, 5, 6). Despite the leading role played by box-1,
the C-terminal domain of the receptor also takes part in GH-induced intracellular
signalization (7, 8). Upon binding to its receptor, GH internalizes via clathrin coated pits
pathway to be degraded in lysosomes (9-11) and via caveolae probably to be redistributed to
different subcellular compartments including nucleus and mitochondria (12). Neither deletion
of box-1 nor simultaneous mutation of the 4 prolines in this region impaired GH
internalization and nuclear translocation (13). Clathrin coated pit-dependent GHR
endocytosis has been demonstrated to be regulated by the ubiquitin conjugation system (14-
18). GHR intracellular region targeted by the ubiquitin system is localized in the cytosolic
tail as a 10 amino-acid-long sequence, DSWVEFIELD, termed UbE (Ubiquitin-dependent
Endocytosis) motif (19). This motif includes a phenylalanine residue in position 346 in rat
GHR that has been identified as being critical for ligand-mediated internalization (20). GHR
ubiquitination, endocytosis and degradation could be independent of signal transduction via

Jak2 (21).

Combined intracellular mechanisms result in the biological responses among which
anabolic (22, 23) and lipolytic (24-26) effects of the hormone are well demonstrated. GH
improves lipid oxidation by increasing the availability of substrates and, in some cases, by
raising the cell mitochondrial activity (27). GH action on hepatic mitochondrial function of
hypophysectomized rats has been reported (28-30) to activate respiration but remains
however questioned (31-33). Moreover, GH was specifically found within liver (34) and
pituitary (35) mitochondria in vivo as early as 2 min. The detection of GH in mitochondria

raises the question of its functional importance.
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To elucidate the mechanism involved in the GH-induced stimulation of mitochondrial
oxidative capacity and the role played by its receptor, GH effects were analyzed on
mitochondrial activity by using two-photon excitation (TPE) microscopy and polarography
approaches. In the same time, we tracked GH internalization in CHO cell lines stably
transfected with truncated, deleted or mutated forms of GHR. Our results showed that GH
acts on mitochondrial oxidative capacity through the box-1 region of GHR supposedly by

activating NADH oxidation within mitochondria.
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MATERIALS AND METHODS

Hormone and antibodies

Recombinant rat GH (rGH) and a guinea pig anti-rGH antibody were obtained from
Dr AF Parlow (National Hormone and Pituitary program). The murine anti-rGHR (mAb 263)

was a generous gift from Dr MJ Waters (Queensland University, Brisbane).

Cellular transfection of GH receptor cDNA

The expression plasmid, pIPB-1, containing the full-length rat GH receptor cDNA
(GHR.633), under the transcriptional control of the human metallothionein Ila promoter and
the simian virus (SV) 40 enhancer was constructed as previously described (36). cDNAS
encoding GHR truncation mutants were constructed by introducing stop codons at position
295 (GHR, ,,) and at position 455 (GHR

GH receptor cDNA expression plasmids containing deletion of box 1 (GHRa,,,,,) ahd a

) using in vitro mutagenesis. The construction of

1-294. 1-454.

single point mutation in position 346 (GHR_,,,,) has been previously described (3, 20, 37).
The cDNA constructions were transfected into CHO-K1 cells with lipofectin together with
the pIPB-1 plasmid that contains a neomycin resistance gene fused to the thymidine kinase
promoter (38). Stable transfected cells were selected using 1 mg/ml G418 and transfectants
were expressed into CHO-GHR_,,, -GHR . -GHR ., -GHRa,,..,, and -GHR

1-6387 1-295, - 1-455, F346A"

Polarographic analysis of CHO cells respiratory activity

Exponentially growing CHO cells were incubated in serum-free medium for 12 h
before being washed twice in ice-cold PBS. The cells were harvested in Tris-based, Mg2+-,
Ca”"-deficient (TD) buffer (0.137 M NaCl/5 mM KCl/0.7 mM Na,HPO,4/25 mM Tris-HCl,
pH 7.4 at 4°C), spun and resuspended in ice-cold TD buffer after removing the supernatant
(39). The concentration of cellular proteins was quantified with Bio-Rad protein assay (500-
0113; with BSA as standard) and adjusted to a final concentration of 10 mg/ml. Rates of
oxygen consumption were measured with a Clarck-type oxygen electrode, model DW1 from
Hansatech Instruments Laboratories (Norfolk, U.K.). The chamber, thermostatically
controlled at 37 = 2 C, was filled with 1.8 ml of respiratory medium (corresponding to TD
buffer pH 7.4) saturated with room air. For each cell line (CHO-GHR ¢33, -GHR o -GHR
-GHRy,,, 5, @nd -GHR,, ), 4.5 mg cellular protein in 1.8 ml TD buffer were added to the cell

1-295,

and incubated for 15 min with 50, 200 or 500 nM rGH under constant stirring. Controls were
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performed in the same conditions for each cell line without rGH. The electrode was
calibrated with demineralized water and TD buffer at 37 C based on the oxygen content of

water (39).

Hormone internalization

For hormone internalization kinetics, CHO cells were grown to [B0% confluence in
Ham’s F12 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 50 units/ml penicillin and 50
pg/ml streptomycin before being serum deprived for 12 h. Cells were then incubated for the
indicated time periods with 50 nM rGH, washed in serum free media and subsequently fixed
for 15 min in ice-cold 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4 at
the end of respective time intervals. The cells were permeabilised in 0.1% Triton X-100 in
PBS for 5 min, washed extensively with PBS and incubated for 1 h with an anti-rat GH
antibody diluted to 1/1000 (1 pg/ml) and an anti-rGHR (mAb 263) antibody diluted to 1/50
(25 pg/ml). GH and GHR detection was performed with Cy3™ conjugated goat anti-guinea
pig IgG diluted to 1/500 and Rhodol green™ conjugated goat anti-mouse IgG (Molecular
Probes, Leiden, Netherlands) diluted to 1/100, respectively. Controls were performed by (a)
omission of the primary antibody, (b) replacing primary antibody with the same protein
concentration of preimmune mouse or guinea-pig serum and (c) preincubation (24 h at 4 C)
of anti-rGH with 50 pg/ml of recombinant hGH or mAb 263 with 20 pg/ml recombinant

receptor extracellular domain.

Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

All images were acquired with a Zeiss LSM 410 confocal microscope equipped with
laser sources, three separate detection channels with their own pinhole detector, and a fourth
detection channel for DIC (Nomarski) transmitted light scanning microscopy. The
fluorescence images of Cy3 and Rhodol green were collected sequentially on two different
channels to avoid cross talk between fluorescence signals. Cy3 fluorescence was excited with
a 543 nm HeNe laser source. A 560 nm dichroic beam splitter was used to separate laser
excitation from emitted fluorescence, and an additional 590 nm long-pass filter was used
after the pinhole in order to reject non-specific fluorescence. Rhodol green fluorescence was
excited with a 488 nm Argon laser source. A 510 nm dichroic beam splitter was used to
separate laser excitation from emitted fluorescence and an additional 515-545 nm band-pass

filter was used after the pinhole to reject non-specific fluorescence. The pinhole aperture was
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set to one Airy disk unit for each channel. An image of the same field was recorded in DIC
transmitted light in order to facilitate the cell and nuclear contour delineation in the further
image analysis stage. Image averaging (Kalman filtering) was used for the acquisition of the

fluorescence images to improve the signal-versus-noise ratio.

Analysis of CLSM images

Ten image triplets (Cy3 — Rhodol green — DIC) were recorded per experimental slides.
These images were stored on a computer disk and analyzed with a SAMBA 2005 image
analysis system (SAMBA Technologies, Meylan, France). Dedicated software was
developed for this particular application. Briefly, the DIC image of a triplet was used to
interactively extract the contours of the cells and of the cell nuclei. From these contours, the
program built the cytoplasm and nucleus binary masks of each cell. Then the Cy3 image was
loaded. For each cell, the fluorescence intensities (arbitrary unit) were measured using the
previously obtained binary masks inside the cytoplasm and the nucleus. Two parameters
were obtained: the integrated fluorescence, that is the sum of intensity values measured
within the mask; and the average fluorescence intensity, that is the integrated fluorescence
divided by the area (in pixels) of the binary mask. Next, the Rhodol green image was loaded

and the same measurements were made using the binary masks as previously described (13).

Analysis by TPE fluorescence microscopy of NADH and FPs in CHO cells.

Redox fluorometry was based on intrinsic fluorescence of reduced pyridine
nucleotides (NADH) and oxidized flavoproteins (FPs), providing a way to determine cellular
energy metabolism as a reflect of mitochondrial functioning (40-43). Fluorescence images
were collected in situ by using TPE with near-infrared (NIR) excitation. TPE microscopy
provides advantages such as negligible out-of focus photobleaching, reduced light scattering
and photodamage, and improved fluorescence collection efficiency (44, reviewed by 45, 46,

47).

Autofluorescence of mitochondrial FPs and NADH was imaged using a confocal
microscope (LSM510 NLO, Zeiss). The images were collected with a 40x water immersion
lens that prevented from geometrical aberrations when observing in vitro living cells. The
autofluorescence of FPs was excited with the 488 nm line of an Argon laser, the laser output
power was set to an average of 8 mW. The fluorescence was collected through a 510 nm

dichroic beam-splitter and a 505-550 nm band pass filter. The pinhole aperture was set to one

139



Airy disk unit. The autofluorescence of NADH was imaged by two-photon excitation using a
femto-second pulsed infra-red laser (Tsunami+MilleniaVIII, SpectraPhysics). The pulse
frequency was set at 80 MHz with a pulse width of 100 femto-second. The infra-red line was
tuned to 720 nm. The laser output power was set to 400 mW. The fluorescence signals were
collected through a multiline beam splitter with maximum reflections at 488 + 10 (for
rejection of the 488 nm line) and above 700 nm (for rejection of infra-red excitation). A
second 490 nm beam splitter was used to discriminate the NADH signal from the
flavoprotein signal. Then, the flavoprotein signal passed through a 500-550 nm band-pass
filter with an additional infra-red rejection filter before being collected through a pinhole
(one Airy disk unit). The NADH signal was redirected to a 390-465 nm band-pass filter with
an additional infra-red rejection filter.

CHO cells were cultured in 2 wells cover-glass in Hams F12 medium supplemented
with 10% fetal calf serum, 50 units/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin and incubated
for 12 h in serum-free medium before rGH stimulation. During the experiment, cells could
only be kept at room temperature. To monitor GH-induced fluorescence changes, one image
was acquired to characterize the baseline autofluorescence intensity. Each image (512 x 512
pixels) was collected by raster scanning the focused laser beam over a typical sample area of
(1197 x 296 um. Each image was acquired in [l s, and the average pixel dwell time for the
scanning laser beam was [0.6 us. Subsequently, increasing rGH concentrations were added
carefully without disturbing the attached cells within the microscopic field of view. Images
were acquired for specified time periods immediately after hormone addition. Both NADH
and FPs fluorescences of single field were sequentially integrated for the studied time period
in cytoplasm and nucleus using the image analysis program SAMBA 2005 (SAMBA
Technologies, Meylan, France) modified for this particular application. The average
fluorescence intensity of cytoplasm was set off the nucleus background intensity to improve

signal-versus-noise ratio.

Statistics
All data are expressed as mean + SEM. Data were analyzed using the two tailed t-test or

ANOVA. Results were considered significant at the 5% level.
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RESULTS

In CHO cells overexpressing cDNAs encoding the full-length GHR (CHO-GHR| ¢35)
we have observed a stimulation of oxygen consumption in response to tGH exposure. The
optimal concentration of oxygen to obtain the maximal response was 200 nM rGH.
Metabolic activity reached a maximum (60% stimulation compared to control without GH)
within 10 minutes and then stabilized until 15 minutes (Figure 1). With lower concentration
(50 nM), oxygen consumption increased progressively between 2 and 15 minutes (40%
stimulation). Inversely, no change arose from an exposure to 500 nM rGH, which is known
to be a non physiological dose inducing a saturation effect. Similarly a saturation phase after
10 minutes was observed with 200 nM.

The functional short term effect of GH on oxygen consumption was correlated with
the GH effect on mitochondrial NADH oxidation and FPs reduction as a reflect of
mitochondrial metabolism in CHO-GHR |35 cells using TPE microscopy. A decrease in
NADH fluorescence expresses an increase in NADH-oxidized form, which could result from
an acceleration of respiratory chain activity or from a slowdown in NADH formation. In the
same way, an increase in FAD fluorescence could result from an acceleration of
mitochondrial respiration or from an increase in FPs amount covalently bound to FAD in
mitochondria (48). Figure 2 represents the autofluorescences emitted by NADH (in blue) and
FPs (in green) in CHO-GHR 435 cells exposed for 30 minutes to 200 nM rGH. The NADH
signal was homogeneously distributed in a peri-nuclear area rather extended from the nucleus,
while FPs fluorescence was mainly concentrated in large bright congregates randomly
localized into cytoplasm. The demonstration of a distinctive distribution in NADH and FPs
into the cell could reveal the coexistence of 2 mitochondrial populations or a behavior own to
each cofactor according to the stimulus. The incubation of CHO-GHR ¢33 with 200 nM rGH
during 30 minutes resulted in a decrease of NADH signal intensity (Figure 3A) as early as 2
minutes and became significant from 5 minutes (P<0.05) compared to control (Figure 4A).
Signal intensity declined progressively until 15 minutes and stabilized (20%) between 15 and
30 minutes with 200 nM and 50 nM rGH (Figure 4A). In contrast, no change in FPs
autofluorescence was observed in these cells in response to rGH (Figures 5A, 6A). In other
way, we have previously shown that GH was quickly internalized in these CHO-GHR 33

cells both in cytoplasm and nucleus (13).
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The deletion of total GHR intracellular domain results in the impairment of signal
transduction and CHO-GHR |94 cells were characterized by the absence of the hormone
endocytosis phenomenon (Figure 7A). GH and GHR immunoreactivities did not show any
variation following rGH stimulation. GH did not internalize in these cells and the GHR
distribution pattern was similar in control and stimulated cells (Figure 7B). Therefore, in
absence of signal transduction and internalization, the oxygen consumption was not affected
by rGH stimulation (Figure 8). In the same way, NADH (Figure 3B) and FPs (Figure 5B)
autofluorescences were not modified in response to rGH stimulation. These results were
confirmed by the quantitative analysis (Figures 4B, 6B).

In absence of signal transduction mediated by Jak2, in CHO-GHRaz97.311 cells, no
change in oxidative capacity in response of rGH stimulation suggested the involvement of
the GHR box-1 region in rGH-dependent stimulation of mitochondrial respiration (Figure 8).
Interestingly, if no variation in NADH autofluorescence intensity was observed (Figures 3C,
4C), the lack of box-1-dependent signal transduction induced an increase in FPs signal
intensity (Figures 5C, 6C). Our results showed that only GHRaz97.311 construct was likely to
induce modification in FPs signal intensity. The remove of box-1-dependent signal
transduction resulted from a significant increase in FPs autofluorescence (P<0.05) which
appeared from 5 minutes and persisted during 30 minutes with 50 and 200 nM rGH (Figure
6C). The FAD reduction reaching a maximum around 25% 15 minutes after 200 nM rGH
exposure could reflect a stimulation of mitochondrial respiration as well as an other
mechanism involving an increase in mitochondrial FPs amount under reduced form for
example. The GH internalization process in CHO-GHRa297.311 cells revealed, as described in
our previous study (13), that neither deletion in box-1 nor box-1 prolines mutation changed
the kinetic of GH internalization, even if the nuclear retention of GH was increased. Thus,
signal transduction mediated by the activation of the box1 region is implicated in the GH
activation respiration effect.

The presence of box-1, but the lack of ability to activate certain gene transcription (49)
and intracellular free Ca>" oscillations (8) in CHO-GHR s, cells in response to rGH was
associated to a kinetic of GH uptake closely related to those described for CHO-GHR 635
(Figure 9). The half C-terminal part truncation of the intracellular domain altered neither GH
trafficking nor GHR distribution. Within 5 minutes of CHO-GHR 454 cells exposure to 50
nM rGH, cytoplasmic and nuclear compartments already exhibited a significant GH

immunoreactivity. Between 15 and 30 minutes, the nucleus was particularly immunoreactive,
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indicating an important nuclear translocation of the hormone. The localization of GHR
immunoreactivity following GH exposure was mainly in the peri-nuclear area. However, a
nuclear translocation was observed within 15 minutes and was correlated to the nuclear
uptake of GH. This nuclear GHR immunoreactivity accumulation was transient and declined
within 30 minutes. Dual detection showed similar location of both GH and GHR
immunoreactivities essentially in the peri-nuclear area suggesting that only a portion of GH
was imported in the nucleus under a complexed form with its receptor. The time course of
GH endocytosis and GHR rearrangements was also measured by quantitative analysis in
CHO-GHR | 454 cells (Figure 9B). In cytoplasmic and nuclear compartments, variations of GH
and GHR associated-fluorescence intensities were similar to those obtained by CSLM images,
confirming the previous description of changes in GH trafficking and GHR distribution (13).
GH immunoreactivity in both subcellular compartments was early detectable (1 minute),
reached a peak within 15 minutes (60%) and then stabilized within 30 minutes. Pattern of
GHR labeling variations displayed the same pattern including a cytoplasmic accumulation
(+30%) associated to a nuclear translocation (+40%) as early as 1 minute, an increase of
GHR immunoreactivity in each compartment (+60%) until 15 minutes followed by a
progressive decrease until 30 minutes. According to these results and those obtained with the
GHR 433, it seems that the half C-terminal part of GHR intracellular domain known to take
part in GH-mediated signalization was not involved in GH endocytosis.

CHO-GHR 454 cells showed, like the CHO-GHR35 cells, an activation of their
respiration state (Figure 8). In both cases, oxygen consumption increased as early as 2
minutes following rGH stimulation and reached a maximum about 50% within 15 minutes.
CHO-GHR 433 cells supplied a better response to rGH exposure than CHO-GHR|.4sa,
suggesting the contribution of GHR C-terminally domain in GH-induced metabolic
activation. Hypothesis according to NADH oxidation observed in these cells (Figure 4D)
leading to a stimulation of the respiration was validated by displaying an increase in oxygen
consumption.

According to results obtained with TPE microscopy analysis, signal appeared stronger
in CHO-GHR 433 and CHO-GHR 454 cells for 0 minute time period than in CHO-GHR 294
and CHO-GHRa9731;1 cells. Incubation with 200 nM rGH during 30 minutes resulted in a
decrease of NADH signal intensity in CHO-GHR 454 cells compared to 0 minute time period
(Figure 4D). According to the absence of photobleaching in CHO cells exposed for 30
minutes without rGH (data not shown), this result is not likely due to artifacts. No variation

in FP autofluorescence was detected in CHO-GHR 454 (Figure 6D).
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Absence of GH internalization induced by mutation of phenylalanine 346 residue in
alanine resulted in serious disruption of GH internalization (Figure 10A) as described by
Allevato et al. (20). Although signal intensity remained very low, GH immunoreactivity was
already detectable from 1 minute to 30 minutes in both cytoplasm and nucleus and was
closely related to changes in GHR distribution (Figure 10A). GHR immunoreactivity
distribution varied depending on whether cells were incubated with or without GH. A slight
peri-nuclear accumulation and nuclear translocation of GHR labeling occurred between 1 and
30 minutes. Dual detection of GH and GHR immunoreactivities showed GH mainly localized
in the nucleus and partly colocalized to its receptor. Quantitative analysis corroborated these
results (Figure 10B). The GH-associated signal was mainly detected in nucleus during the
first 30 minutes (20%). In the same time, GHR signal intensity increased about 15% in each
subcellular compartment between 1 and 30. Based on these results, this mutation which
prevented ubiquitin GHR conjugation could strongly delay GH internalization and nuclear
translocation without total inhibition. This would reveal a GH endocytosis mechanism
different from the classical system involving the GHR conjugation to ubiquitin.

A decrease of oxygen consumption was observed with CHO-GHRg3464 cells (Figure
8). The respiratory activity was the lowest level as early as 2 minutes after rGH exposure and
tended towards control within 15 minutes. This mutation of phenylalanine 346 residue
resulted in a transient increase in NADH signal intensity (10%) detectable from 2 minutes
and statistically significant from 5 to 15 minutes (P<0.05) with 50 and 200 nM rGH (Figure
4E). It could correspond to an inhibition of the NADH oxidation inducing a slowing down of
the mitochondrial oxidative capacity or to an activation of NADH reduction above the first
complex of the respiratory chain. Inversely, no modification of FP autofluorescence was
detected (Figure 6E). By preventing rGH internalization via clathrin-coated pits, oxygen
consumption was slowed down by a way involving the NADH oxidation.

As evidenced by polarographic results, cell oxygen consumption could be stimulated
by rGH via a signal transduction pathway involving GHR box-1 region acting on NADH to
be more or less oxidized. Lack of this signaling pathway revealed a mechanism likely to
induce the reduction of mitochondrial FPs. This effect would be regulated according to the

pathway used by the hormone for its internalization.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Polarographic analysis of CHO cells expressing the full-length GHR. The oxygen
consumption of CHO-GHR| ¢35 cells was analyzed as a reference after 15 min 0, 50, 200 and
500 nM GH incubation as described in Materials and Methods. Control is corresponding to
polarographic analysis performed on CHO-GHR;3s without GH stimulation. This step
allowed us to determine 200 nM rGH as the optimum concentration to obtain maximal
oxygen consumption. The results are expressed as the mean of 3 experiments + SEM and are
normalized as a percentage of those obtained with the controls taken to represent 100% of

maximal oxygen consumption.

Figure 2: Dual localization of intrinsic fluorescence of reduced pyridine nucleotides (NADH)
visualized in blue with two-photon excitation CLSM and oxidized flavoproteins (FPs)
visualized in green with one-photon excitation CLSM as described in Materials and Methods

in CHO cells expressing the full-length GHR (GHR|_¢35). Magnification bar is 30 pm.

Figure 3: Effect of 30 minutes exposure to GH on NADH autofluorescence in CHO cells
expressing the full length GHR (CHO-GHR,435) (A), the GHR deleted of intracellular
domain (CHO-GHR494) (B), and in CHO cells expressing the GHR lacking the Box-1
region (GHRaz97311) (C). The intrinsic fluorescence of NADH was visualized in the left hand
column for the controls and in the right hand column for GH-stimulated CHO cells by two-
photon excitation CLSM as described in Materials and Methods. Magnification bar, 30 pm
for all photographs.

Figure 4: Quantitative analysis of changes in NADH autofluorescence intensity in CHO cells
expressing (A) the full length GHR (CHO-GHR433), (B) the GHR deleted of intracellular
domain (CHO-GHR|94), (C) the GHR lacking the Box-1 region (GHRa297-311), , (D) the C-
terminally truncated GHR (GHR4s4), and (E) the GHR construct with a point mutation of
phenylalanine 346 (GHRGp3464). The intrinsic fluorescence of NADH was quantified after 0, 2,
5, 10, 15 and 30 min incubation with increasing GH concentrations of between 50 and 500

nM in each cell type as described in Materials and Methods. Data are expressed as the mean
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of 3 experiments + SEM. The results are normalized as a percentage of those obtained with

the controls, which were taken to represent 100% of maximal signal intensity.

Figure 5: Effect of 30 minutes exposure to GH on FPs autofluorescence in CHO cells
expressing (A) the full length GHR (CHO-GHR433), (B) the GHR deleted of intracellular
domain (CHO-GHR|94), and (C) the GHR lacking the Box-1 region (GHRax97.311). The
intrinsic fluorescence of FPs was visualized in the left hand column for the controls and in
the right hand column for GH-stimulated CHO cells by one-photon excitation CLSM as
described in Materials and Methods. Magnification bar, 30 um for all photographs.

Figure 6: Quantitative analysis of changes in FPs autofluorescence intensity in CHO cells
expressing (A) the full length GHR (CHO-GHR433), (B) the GHR deleted of intracellular
domain (CHO-GHR|_94), (C) the GHR lacking the Box-1 region (GHRa297-311), , (D) the C-
terminally truncated GHR (GHR4s4), and (E) the GHR construct with a point mutation of
phenylalanine 346 (GHRp3464). The intrinsic fluorescence of FPs was quantified after 0, 2, 5,
10, 15 and 30 min incubation with increasing GH concentrations of between 50 and 500 nM
in each cell type as described in Materials and Methods. Data are expressed as the mean of 3
experiments = SEM. The results are normalized as a percentage of those obtained with the

controls, which were taken to represent 100% of maximal oxygen consumption.

Figure 7: (A) Kinetics of GH and GHR internalization and nuclear translocation in CHO
cells expressing the GHR deleted of intracellular domain (CHO-GHR|94). CLSM analysis
was performed at 0, 2, 5, 15 and 30 min after GH stimulation as described in Materials and
Methods. The localization of GH is exposed in the left hand column, the GHR in the middle
column and the dual localization (surimposed images) in the right hand column.
Magnification bar, 30 pm for all photographs. (B) Quantitative analysis of GH and GHR
internalization and nuclear translocation in CHO-GHR;,¢s cells. GH and GHR
immunoreactivities were quantified in cytoplasm and nucleus as described in Materials and
Methods. Data are expressed as the mean of normalized values from 3 experiments + SEM,
and are considered significantly different from control at the 95% confidence level from

100% of maximal signal intensity.
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Figure 8: Polarographic analysis of CHO cells expressing the GHR deleted of intracellular
domain (CHO-GHR|.»94), the full length GHR (CHO-GHR33), the C-terminally truncated
GHR (GHR|4s4), the GHR lacking the Box-1 region (GHRa297.311) and the GHR construct
with a point mutation of phenylalanine 346 (GHRr346a). 200 nM rGH was used for the
incubation of all the cell types with the hormone and oxygen consumption was analyzed in
the same conditions as in Figure 1. The results are expressed as the mean of 3 experiments *
SEM and are normalized as a percentage of those obtained with the controls taken to

represent 100% of maximal oxygen consumption.

Figure 9: (A) Kinetics of GH and GHR internalization and nuclear translocation in CHO
cells expressing a C-terminally truncated GHR (GHR4s4). CLSM analysis was performed at
0, 2, 5, 15 and 30 min after GH stimulation as described in Materials and Methods. The
localization of GH is exposed in the left hand column, the GHR in the middle column and the
dual localization (surimposed images) in the right hand column. Magnification bar, 30 pm
for all photographs. (B) Quantitative analysis of GH and GHR internalization and nuclear
translocation in CHO-GHR4s4 cells. GH and GHR immunoreactivities were quantified in
cytoplasm and nucleus as described in Materials and Methods. Data are expressed as the
mean of normalized values from 3 experiments + SEM, and are considered significantly

different from control at the 95% confidence level from 100% of maximal signal intensity.

Figure 10: (A) Kinetics of GH and GHR internalization and nuclear translocation in CHO
cells expressing a GHR construct with a point mutation of phenylalanine 346 (GHRF3464).
CSLM analysis was performed at 0, 2, 5, 15, 30 and 60 min after GH stimulation as
described in Materials and Methods. The localization of GH is exposed in the left hand
column, the GHR in the middle column and the dual localization (surimposed images) in the
right hand column. Magnification bar, 30 um for all photographs. (B) Quantitative analysis
of GH and GHR internalization and nuclear translocation in CHO-GHRg3464 cells. GH and
GHR immunoreactivities were quantified in cytoplasm and nucleus as described in Materials
and Methods. Data are expressed as the mean of normalized values from 3 experiments *
SEM, and are considered significantly different from control at the 95% confidence level

from 100% of maximal signal intensity.
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DISCUSSION

Although many metabolic and biochemical dysfunction are well recognized among
results of GH defect, progress in determining the underlying cause in mitochondrial activity
has been difficult. Impairment of energy production within the cell, specifically via defective
mitochondrial oxidative metabolism, has been proposed as a possible explanation for some
GH-dependent metabolic alterations. Previous investigators have studied GH subcellular
localization in hypophysectomized or GH-deficient rats and have attempted to correlate GH
mitochondrial localization with an oxidative dysfunction (34, 35, 50, 51). Reports have
suggested a GH-induced regulation in the mitochondrial oxidative function of liver cells from
GH-treated hypophysectomized rats (28-30, 52), yet other studies have been unable to

confirm any changes in hepatic mitochondrial respiration (31-33).

To determine the ways by which GH regulated the mitochondrial respiration through
the interaction with its specific receptor, we have examined the ability of mutated and
truncated GHRs to generate variation in NADH and FPs autofluorescences in rGH short-term
exposed CHO cells. As exposed in “Results”, a decrease in NADH fluorescence expressed
an increase in NADH-oxidized form which could result from an acceleration of respiratory
chain activity or from a slowdown in NADH formation. In the same way, an increase in FAD
fluorescence could result from an acceleration of mitochondrial respiration or from an
increase in FPs amount covalently bound to FAD in mitochondria (48). It has long been
admitted that NADH and FAD act simultaneously in response to stimuli suggesting their
colocalization in a same compartment. Strikingly, observation of NADH and FAD
autofluorescences codetection revealed distinctive distribution between the 2 cofactors. It
was shown that the efficiency of oxidative phosphorylation depended on the nature of the
respiratory substrates, which feed electrons to the respiratory chain at different levels
(reviewed by 53). Moreover, it has already been proposed that cells could display a wide
range of mitochondrial morphologies as well as heterogeneous mitochondrial functionalities,
raising the possibility that subpopulations of these organelles could carry out diverse
processes within different areas of a cell (54). The particular distribution we observed could
confirm either the existence of 2 mitochondrial subpopulations using selectively one of them

or according to the expected response, preferential use of NADH or FAD by mitochondria
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(Figure 4) as it was suggested (55). In this last report, the authors predicted that hepatocytes
could tolerate very different respiratory capacities according to cellular energy demand.

Simultaneously, to evaluate the respiratory state corresponding to NADH and FAD
variation, we performed cell respiration using polarographic analysis. To determine the part
played by the receptor observed by the variations of cofactors fluorescence, we studied the
response to GH exposure of CHO cells expressing deleted or mutated GHR. The use of GHR
deleted of its intracellular domain (GHR;.294) expressed in CHO cells made it possible to
demonstrate GHR implication in GH-stimulated cellular respiration. Really, as we suspected,
the lack of intracellular domain does not induce any effect on oxygen consumption or NADH
and FPs fluorescence.

Using CHO cells expressing the full-length GHR (GHR,433) and the C-terminally
truncated GHR (GHR;4s4), we observed a decrease as early as 2 min in NADH
autofluorescence but no change in FAD autofluorescence. Simultaneously, respiratory
response to GH administration of these cells was rapidly increased. However, in CHO cells
stably transfected with the box-1 deleted GHR ¢cDNA (GHRa297.311), no variation has been
detected neither in NADH autofluorescence nor in oxidative capacity. Only the FPs
fluorescence increased in response to GH. These results likely indicate box-1 implication in
GH-stimulated cellular respiration mediated by NADH oxidation. The CHO-GHRa297.311 Was
the only cell type to show a specific FPs autofluorescence increase, reinforcing the
hypothesis that NADH and FAD could be differentially distributed according to their

assigned role.

We postulated that GH could induce a stimulation of mitochondrial respiration
resulting from GHR-dependent intracellular signalization and/or GH internalization. To
elucidate the underlying mechanism, we needed to understand the role played by the receptor
in the GH endocytic machinery. By studying CHO cells expressing the GHR construct
devoid of box-1 region and intracellular domain (CHO-GHR | ,94), we observed an absence of
GH internalization and GHR rearrangements, confirming the functional importance of GHR
cytoplasmic region in GH endocytosis. The critical role for phenylalanine 346 residue (20)
was also verified by the demonstration of a very weak internalization of the hormone and
GHR down-regulation in CHO-GHRGp3464 cells. As described by Govers et al. (19), GH/GHR
complex was internalized in an ubiquitin-dependent manner by a way involving a

DSWVEFIELD domain of the receptor (the UbE motif) in which the phenylalanine residue
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at position 346 was critical (20). The UbE motif was required for efficient incorporation of
GHR in clathrin-coated pits (56), so it was likely that mutation of phenylalanine 346 residue
in alanine (GHRg3464) disrupted the GHR clathrin-mediated endocytosis. A role for caveolae
in GH internalization has been suggested by Lobie ef al. (12) and the remaining presence of
GH immunoreactivity observed during 30 min after GH exposure in CHO-GHRg3464 could
result from this endocytic pathway. Caveolae present different functions according to their
lipid and protein composition favoring many different functions dictated by the actual
demand of the cell, for example the stage of growth, differentiation or transformation. These
structures are well-known for their implication in processes such as intracellular signalization
(57, 58 56;-57), tumor progression (59, 60) and lipid (61) and protein transport (12, 62, 63). It
was demonstrated for others cytokines, IFNy (64, 65) and TGF[ (63, 66), existence of 2
distinct endocytic pathways, clathrin-coated pits and caveolae. However, the resurgence of
studies focused on clathrin-independent endocytosis led to the identification of
macropinocytosis, non-coated invaginations and lipids rafts which were as much endocytic
tracks in mammalian cells likely to participate to GH internalization. Finally, we
demonstrated that the C-terminally truncation of GHR (GHR;4s4), responsible for gene
transcription (49) and intracellular free Ca®" oscillations (8), responded to rGH in the same
way that the full-length receptor (GHR;¢35). We already knew that Jak2 activity and/or
tyrosine phosphorylation within the cell is not required for internalization and nuclear
translocation of the hormone (13). Thus, we confirmed that GH endocytosis was independent
of GHR domains integrity responsible for intracellular signalization.

In CHO-GHRE3464, the increase in NADH fluorescence associated to the lack of FAD
fluorescence variation and concomitantly to an inhibition of metabolic response to GH
administration suggests the existence of a negative regulatory mechanism dependent on GHR
and involving NADH reduction. We could then suspect an interaction between the signal
transduction and internalization pathways in order to regulate GH action. As we just
described, the punctual mutation of phenylalanine 346 prevents normal GH internalization
via clathrin-coated pits. However, GH could enter in the cell via caveolae pathway since a
residual internalization was detected during the first 30 minutes using immunofluorescence
analysis by CLSM. Caveolae are suspected to transport GH to subcellular compartments such

as the nucleus and mitochondria (12).

This study clearly shows that the different GHR domains contribute to different

events. First, the lack of total intracellular domain can not induce any internalization or signal

170



transduction which implies no effect on the cellular respiratory state. Second, internalization
and signal transduction are independent events concerning their initiation: the cells
expressing the GHR lacking the box-1 region are unable to induce any signal transduction
translating no effect on respiration through NADH oxidation, but internalize normally the
GH-GHR; complex (13). Third, the GHR C-terminal region (residues 455 to 638) seems to
be implicated only partially in respiration GH effect since its deletion has poor effect on
NADH oxidation en global respiration. This deletion does no more disrupt internalization,
demonstrating that this domain is not involved in endocytosis. Fourth, the UbE motif is
clearly involved in GH-GHR; internalization. The cells that expressed the GHR present the
punctual mutation of the phenylalanine 346 residue showed a perturbation in their respiratory
state, suggesting the implication of the internalization phenomenon in the regulation of GH

effects.
In conclusion, we have demonstrated that GH stimulates cellular oxygen consumption

through GHR signaling pathway involving box-1 region via NADH oxidation and that this

stimulation is negatively regulated by clathrin-coated pits disruption.
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FOOTNOTES

Abbreviations: CHO, Chinese hamster ovary, CLSM, Confocal laser scanning microscopy;
FPs, Flavoproteins; rGH, rat growth hormone; GHR, GH receptor; NADH, reduced pyridine

nucleotides; TPE, two-photon excitation.
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II. Réle de la cavéoline-1 dans le transport de la GH vers la mitochondrie

La GH agit sur ses tissus-cibles par interaction avec le GHR présent sur la membrane
cellulaire de fagon a délivrer le signal (Zhu et al., 2001) conduisant aux effets cellulaires.
Une autre conséquence de la liaison de I’hormone a son récepteur est I’internalisation du

complexe (Roupas et Herrington, 1988, 1989). L’accumulation de ['*°

I]-hGH a été montrée
in vivo au niveau du foie, son principal tissu-cible, dans les compartiments de dégradation
tels que les les lysosomes, mais également au niveau de I’appareil de Golgi, du noyau (Lobie
et al., 1994) et de la mitochondrie (Maddaiah et al., 1970 ; Groves et al., 1972 ; Lobie et al.,
1994). L’hormone a également ¢été détectée dans les mitochondries des cellules
hypophysaires (Mertani et al., 1996). Ces résultats suggérent une endocytose conventionnelle
par la voie des vésicules a clathrine pour initier la dégradation lysosomale (Eshet et al., 1984),
mais la présence de la GH dans un compartiment tel que la mitochondrie suggére une voie
d’internalisation non dégradative. Dans ce sens, nous avons proposé I’implication de la voie
des cavéoles qui avait déja été mise en évidence pour I’internalisation du complexe hormone-
récepteur dans des cellules CHO stimulées par la GH exprimant le GHR entier (Lobie ef al.,
1999). De plus, la cavéoline-1, considérée comme le marqueur principal des cavéoles
(Rothberg et al., 1992), a été détectée au niveau du foie (Pol et al., 1998 ; Calvo et Enrich,
2000) et de la mitochondrie (Li et al., 2001).

Nous avons donc entrepris 1’étude du role joué par la cavéoline-1 dans le transport de
la GH jusqu’a la mitochondrie. Tout d’abord nous avons réalisé une étude morphologique sur
des coupes de foie de rat obtenues par cryo-ultramicrotomie afin de préserver les sites
antigéniques puis sur des fractions mitochondriales de foie de rat hautement purifiées
incluses en résine LR-White. Cette premicre étape nous a permis de montrer par microscopie
¢lectronique la présence de colocalisations de la GH et du GHR avec la cavéoline-1 au
niveau de I’espace de Disse, du cytoplasme, a la surface et a 'intérieur des mitochondries
avec notamment prés ces dernieres, I’observation de structures vésiculaires associées au
marquage de la cavéoline-1.

Dans un second temps, nous avons réalisé une analyse biochimique par western blot
de la présence de la cavéoline-1 au niveau de fractions de foie de rat, de mitochondries de
foie de rat et de fractions membranaires mitochondriales (externe, interne et points de
contact). Une bande correspondant au poids moléculaire de la cavéoline-1 (environ 21-24

kDa) a été détectée dans tous ces échantillons, confirmant les résultats obtenus en
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microscopie électronique. La présence de la cavéoline-1 dans la mitochondrie associ¢e a la
GH indique I’implication de la voie des cavéoles dans le transport de ’hormone a I’organite.

Dans un troisiéme temps, nous avons voulu savoir si I’hormone jouait un rdle dans la
fonction mitochondriale en étudiant la consommation d’oxygene des cellules CHO exprimant
le GHR entier par oxygraphie. Suite & une stimulation par la GH, la consommation
d’oxygene des cellules a été augmentée. Nous avons également cherché a savoir s’il existait
une régulation de la transduction du signal induisant les effets stimulateurs respiratoires de la
GH par la voie d’internalisation. La voie des cavéoles de ces cellules CHO a alors été
bloquée en utilisant une drogue perturbant le cholestérol membranaire et 1’analyse par
oxygraphie n’a montré aucune stimulation de la consommation d’oxygéne en réponse a la
GH.

Ces résultats suggerent I’implication de la cavéoline-1 dans I’acheminement de la GH
a la mitochondrie. La GH exerce un véritable role stimulateur de la respiration cellulaire. De
plus, il existe une interaction entre I’internalisation par la voie des cavéoles et la transduction

du signal : la cavéole et/la cavéoline-1 régulent positivement la respiration cellulaire globale.
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ABSTRACT

Growth hormone is internalized into the cell by a receptor-mediated process,
providing the signal to generate biological responses. It is now well established that the
complex is internalized by the clathrin coated pits to be degraded in the lysosomes and to
allow GHR turnover. But caveolae pathway was suggested to intervene in the complex
internalization in CHO transfected cells. We focused on GH entry into the cell via the
caveolae pathway in the main GH target tissue, liver. Once in the cell, GH is found in many
cellular compartments, including mitochondria. We show by immunogold electron
microscopy on rat liver frozen sections and on rat liver mitochondrial fractions that GH and
GHR associated to caveolin-1 are present at the surface and within mitochondria. Moreover,
by Western Blot method, we confirmed caveolin-1 presence in liver, liver mitochondria,
inner, outer and contact sites of mitochondrial membranes. These findings led us to
hypothesize that the GH-GHR, complex could enter in mitochondria through the
mitochondrial membranes contact sites associated to caveolin-1 which is embedded in a lipid
particle. In the same time we examined internalization role in GH signal transduction. GH
stimulation of CHO cells expressing the full length GHR shows an increase of oxygen
consumption, but if the caveolae pathway was disrupted, no modification was detected.

These results clearly show that GH and GHR are routed to liver mitochondria via
caveolae and that this mean of transport interact with signal transduction in order to modulate

cellular oxygen consumption.

Key words: caveolin-1, growth hormone, growth hormone receptor, internalization,

mitochondrion, respiration, electron microscopy.
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INTRODUCTION

Growth hormone (GH) operates on its target cells by binding to a cell surface receptor
(GHR) (1). One molecule of GH interacts with the extracellular domain of two receptors
leading to receptor homodimerisation (GH-GHR3) (2), thus providing the signal to generate
biological responses (3, 4). Two processes occur as consequences of this dimerization
phenomenon: signal transduction pathways (5) and internalization of the GH-GHR, complex
(6, 7). Accumulation of GH in mitochondria has been shown in vivo in the liver (8, 9, 10)
and pituitary (11), suggesting a functional significance for the hormone by direct interaction
with the organelle (8, 9). GHR immunoreactivity has also been shown in mitochondria
somatotrophs (12). At the sight of these findings, one could expect the existence of a specific
transport for the GH-GHR, complex towards this particular subcellular compartment. In
addition to clathrin-coated pits for conventional GH endocytosis (13), caveolae pathway was
put forward in a model of GHR-transfected cells (14) for GH internalization and intracellular
trafficking.

Caveolae are thought of as a subset of membranes entities known as lipid rafts (15).
Lipid rafts form via a coalescence of cholesterol and sphingolipids which imparts a more
rigid “liquid-ordered” assembly. They function to organize the plasma membrane into a
series of microdomains that act as platforms for conducting many cellular functions (16).
They present the unusual distinction of being resistant to solubilization by mild nonionic
detergents such as Triton-X-100 at 4°C. What distinguishes caveolae as a specialized form of
lipid raft, is the selective association with a key structural and functional membrane protein,
caveolin, which is a cytoplasmically oriented integral protein. It belongs to a three-protein
caveolin family which gene was sequenced by Glenney (17). Caveolin-1 appears to be the
major protein in many cell types (18). Certain populations of caveolae invaginations can
detach from the plasma membrane to form discrete caveolae within the cytoplasm (19),
affording the potential to mediate the vesicular transport of both low molecular weight
solutes and macromolecules. Recently, caveolin-1 has been identified in liver subcellular
fractions (20, 21).

Besides, Li et al. (22) found caveolin-1 in mitochondria, since neither GH, nor its
receptor expressed any known mitochondrial targeting sequence, we hypothesized the role of
caveolae for mitochondrial import. Simultaneously, we performed polarographic experiment
on CHO cells expressing the full length GHR (CHO-GHR435) incubated or not with GH.

We found that GH stimulated the CHO cells oxygen consumption compared to control. In
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contrast, when the caveolae pathway was disrupted with B-methylcyclodextrin, a cholesterol-

depleting drug, GH could no more exert its effect on respiratory metabolism.
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MATERIAL AND METHODS

Materials

Recombinant rat GH (rGH) was a gift from the National Hormone and Pituitary
Program (NHPP, Harbour-UCLA Medical Center, Torrance, CA, USA). Reagents for cell
culture were purchased from Eurobio (Les Ulis, France). Adult male Wistar rats (250 g) were
from Iffa Credo (L’Arbresle, France). Prestained molecular weight markers were obtained
from BioRad (Ivry sur Seine, France). Hybond-P PVDF membrane, ECL plus Western
Blotting Detection System were purshased from Amersham Biosciences Europe, GmbH
(Orsay, France). B-methycyclodextrin was purchased from Sigma-Aldrich (L’Isle d’Abeau,
France).

The polyclonal IgG raised against rat caveolin-1 was from Transduction Laboratories
(Lexington, KY, USA), and polyclonal IgG raised in guinea-pig against rGH was a gift from
the National Hormone and Pituitary Program (NHPP, Harbour-UCLA Medical Center,
Torrance, CA, USA). Monoclonal Mouse antibody against GH receptor (mAb 263) was a gift
from M.J. Waters. Rabbit IgG against guinea-pig IgG were obtained from DAKO
(Copenhaguen, Netherlands). Goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase was purchased

from Amersham Biosciences Europe GmbH (Orsay, France).

Cellular transfection of GH receptor cDNA

Rat GH receptor cDNA was cloned into an expression plasmid containing an SV40
enhancer and a human metallothionein Ila promoter. The cDNA was transfected into Chinese
hamster ovary (CHO)-K1 cells with lipofectin together with the pIPB-1 plasmid, which
contains a neomycin resistance gene fused to the thymidine kinase promoter (23). Stable
transfected cells were selected using 1 mg/ml G418. The complete rat GH receptor cDNA (24)
coding for amino acids 1-638 was expressed in CHO4-638 or CHOA-638 (23), and will be
referred to as CHO-GHR 435 (23).

Preparation of liver mitochondrial fraction

Rat liver mitochondria were prepared as previously described (25). Briefly, livers
were immersed in ice-cold isolation medium (250 mM sucrose, 10 mM Hepes buffer, pH 7.4,
1 mM EDTA). Mitochondria were prepared by differential centrifugations and extensively
washed in isolation medium before purification. The integrity of isolated mitochondria was

determined polarographically with a Clark-type oxygen electrode. The respiratory control
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(state 3/state 4 respiration) ratios of different liver mitochondrial preparations were in the
ranges of 5.5-6.5. Crude mitochondria were purified by layering on top of 20 ml of medium
containing 25 mM Hepes buffer, pH 7.4, 225 mM mannitol, ]| mM EDTA, 1% BSA and 30%
Percoll. Gradients were centrifuged for 30 minutes at 95,000 g as previously reported (26)
after which a dense band containing purified mitochondria was recovered from
approximately 2/3 down the tube. Purified mitochondria were removed from the gradient and

extensively washed in the isolation medium in order to remove Percoll.

Preparation of submitochondrial fractions and contact site-enriched fractions

Outer mitochondrial membranes were prepared by a swelling procedure as described
(25). Inner mitochondrial membranes were obtained from the remaining mitoplasts after an
other swelling procedure and the two preparations were further layered on two distinct 38 ml
discontinuous sucrose gradients and centrifuged for 20 hours at +4°C (25). Subsequently, the
gradients were collected as 1 ml fractions, washed in the isolation medium and assayed for

marker enzyme activities before use.

Marker enzyme activities

The determination of monoamine oxidase (a marker for outer mitochondrial
membranes), cytochrome c oxidase (a marker for inner mitochondrial membranes) and
NADPH cytochrome ¢ reductase (a marker for microsomes) were carried out as in Ardail et
al. (27). Galactosyltransferase activity (a marker for Golgi membranes) was determined as

described in reference 26.

Electron microscopic preparations

Liver ultrathin frozen sections

After rat decapitation, liver was quickly removed and fixed in 4% paraformaldehyde
as small pieces during 2 hours at room temperature. Samples were cryoprotected in 0.4 M
sucrose phosphate buffer solution for 2 hours at room temperature, and frozen in a cold
gradient of fuming nitrogen (Biogel, CFPO, Saint Priest, France) to -6 C. Samples were then
immersed in liquid nitrogen (28). Ultrathin frozen sections of 80 nm thickness were obtained
using a dry sectioning method at —120 C with an ultracut S microtome (Leica, Vienna,

Austria). All sections were mounted on 400 mesh collodion-carbon-coated nickel grids.
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Liver mitochondria fraction

Purified mitochondria were centrifuged at 8500 g and the pellet was washed twice in
0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 at 4°C. Then, the pellet was cut into small pieces and fixed
for 30 minutes at room temperature in 4% paraformaldehyde-0.1% glutaraldehyde in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4. Samples were washed 3 times 10 minutes in 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.4. They were then dehydrated successively by 15 minutes incubation with 30%,
50%, 70% and 95% alcohol. They were progressively embedded at room temperature in
increasing mixture of LR-White (Sigma-Aldrich, St Quentin-Fallavier, France)/alcohol 95%:
3 baths of 60 minutes with the mixture LR-White/alcohol (1:2, 1:1 and 2:1, respectively).
Finally, they were embedded in pure resin for 90 minutes. Polymerisation was performed in
gelatin capsules at 60C for 24 hours. Ultrathin sections of 80 nm were obtained using an
Ultracut S (Leica, Vienna, Austria) and transferred on 200 mesh collodion-carbon-coated

nickel grids.

Immunocytological reactions

For cryo-immunogold electron microscopy (14, 29), localization of GH, GHR and
caveolin-1 were performed using respectively an anti-rGH (1/1000), mAb 263 (1/1000) and
anti-caveolin-1 (1/400) sera, in 0.1 M phosphate buffer, 0.3 M NaCl, 0.5% BSA, pH 7.4).
They were revealed by an anti-guinea pig IgG, an anti-mouse IgG conjugated with 10 nm
gold particles and with an anti-rabbit IgG conjugated with 5 nm gold particles, respectively.
Immunogold reagents were used at 1/50 in 20 mM Tris, 0.3 M NaCl, 0.5% BSA, pH 8.2.
Concomitantly, co-immunodetection of GH and caveolin-1 or GHR and caveolin-1 were
performed. The contrast was realized by incubation in 3% uranyle acetate pH 7 during 10
minutes and sections were then embedded in methylcellulose.

For localization of the same proteins on mitochondria fractions embedded in LR-
White resin, the same antibodies were used but at different dilutions: anti-rGH (1/500), mAb
263 (1/500) and anti-caveolin-1 (1/200). Dilution buffers were supplemented by 0.05%
Tween 20 and contrast was performed using 4% uranyle acetate pH 7 for 30 minutes at room
temperature.

Electron micrographs were taken with a Philips CM120 electron microscope,

operating at 80kV (Centre Technologique des Microstructures, Villeurbanne, France).
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Western blotting

Samples were diluted in 50 mM Tris-HCI (pH 6.8) containing 90% (vol/vol) glycerol,
0.05% bromophenol blue, 3% (wt/vol) SDS. Protein weight marker, rGH standard and protein
concentrates were denatured at 95 C for 5 minutes with DTT and loaded onto a discontinuous
polyacrylamide gel with a 4% acrylamide stacking gel and a 15% resolving gel. Each gel was
run for 1 h with a constant current of 40 mA per gel. After SDS/PAGE, proteins were blotted
onto Hybond-P membranes (Amersham Biosciences Europe, GmbH) at 4°C for 1 hour using
a Bio-Rad transblotting apparatus at 200 mA. The membrane was incubated with 5% (wt/vol)
fat-free milk in 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0.05% (wt/vol) Tween-20, pH 7.3 (TBST)
at room temperature during 1 hour. An affinity-purified polyclonal antibody raised in guinea-
pig against rGH was used at 1:1000 in TBST with 5% (wt/vol) fat free milk overnight at 4 C.
Then the membrane was washed four times in TBST (5 minutes per wash). Second antibody,
rabbit anti-guinea-pig IgG (1:10000 in blocking solution), was incubated with membrane at
room temperature for 90 minutes. Third antibody, goat anti-rabbit coupled to horseradish
peroxidase (1:10,000 in blocking solution), was incubated with membrane at room
temperature for 90 minutes. Membrane was then washed 4 times in TBST. Bound antibody

was detected using an ECL detection system (Amersham Biosciences Europe, GmbH).

Polarographic analysis of CHO cells respiratory activity

Exponentially growing CHO cells were incubated in serum-free medium for 12 hours
and incubated or not with 3mM methyl-B-cyclodextrin in PBS for 1 hour at 37 C. All cells
were then washed twice in ice-cold PBS. The cells were harvested in Tris-based, Mg2+-,
Ca”"-deficient (TD) buffer (0.137 M NaCl/5 mM KCl/0.7 mM Na,HPO,4/25 mM Tris-HCl,
pH 7.4 at 4°C), spun and resuspended in ice-cold TD buffer after removing the supernatant
(30). The concentration of cellular proteins was quantified with Bio-Rad protein assay (500-
0113; with BSA as standard) and adjusted to a final concentration of 10 mg/ml. Rates of
oxygen consumption were measured with a Clarck-type oxygen electrode, model DW1 from
Hansatech Instruments Laboratories (Norfolk, U.K.). The chamber, thermostatically
controlled at 37 = 2 C, was filled with 1.8 ml of respiratory medium (corresponding to TD
buffer pH 7.4) saturated with room air. 4.5 mg cellular protein in 1.8 ml TD buffer were
added to the cell and incubated for 15 minutes with 200 nM rGH under constant stirring.
Control was performed in the same conditions without rGH. The electrode was calibrated

with demineralized water and TD buffer at 37 C based on the oxygen content of water (31).
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Statistics
All data are expressed as mean = SEM. Data were analyzed using the two tailed t-test.

Results were considered significant at the 5% level.
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RESULTS

Localization of caveolin-1, GH and GHR on liver frozen sections

Caveolin-1 was localized on rat liver ultrathin frozen sections by immunogold
electron microscopy (Figure 1). Specificity of the immunocytological reactions was assessed
by omission of the primary antibodies or by pre-incubation of the antibodies with the
corresponding antigen (Figure 1C). Caveolin-1 was firstly localized on the membrane of the
space of Disse, then in cytoplasm (Figure 1A), at the periphery and in mitochondria (Figure 1,
A and B). Some caveolae vesicles were detectable close to the outer mitochondrial
membrane (white arrows, Figure 1, A and B). By Western Blot analysis on rat liver and
mitochondrial fractions, a protein band between 20 kDa and 30 kDa was put in evidence
(Figure 2A). It corresponds to caveolin-1 molecular weight (21-25 kDa). GH was detected in
cytoplasm, in endoplasmic reticulum, near and in mitochondria (Figure 3A) and also at the
surface of a blood vessel epithelium (Figure 3B).

Colocalization of GH and caveolin-1, 10 and 5 nm gold particles respectively, was
observed in the Disse’s space (Figure 4A), in cytoplasm compartment and within
mitochondria (Figure 4B). GHR and caveolin-1 were also co-immunodetected near (Figure

5A), and in mitochondria (Figure 5, B and C).

Localisation of caveolin-1, GH and GHR in mitochondrial fraction

As a prerequisite, contamination of mitochondrial fractions was estimated by
measuring the content of marker enzymes respectively characteristic of microsomes and
Golgi. As shown in Table I, the level of contamination of mitochondrial fractions was very
low which allowed us to consider our submitochondrial fractions as suitable for further
localization studies. Western Blot analysis (Figure 2C) revealed the presence of Caveolin-1
in mitochondrial subfractions (outer, inner and contact sites). Colocalizations of caveolin-1
(5 nm gold particles) with either GHR or GH (10 nm gold particles) were confirmed on
mitochondrial fractions prepared for classical electron microscopy, at the membrane surface
level and within the organelle (Figure 6, A and B). Colocalization of GH with its receptor

was also observed at the surface and within mitochondria (Figure 6C).

GH biological action on mitochondrial metabolism
GH effect on mitochondrial function was investigated by the study of oxygen

consumption by the CHO-GHR,g3s cells. Incubation of these cells with 200 nM rGH
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revealed a stimulation of global respiration compared to control cells which were not put in
presence of GH (Figure 7). When cells were treated with methyl-p-cyclodextrin in order to
perturb caveolae internalization by depleting membrane cholesterol, oxygen consumption in
GH-stimulated cells was not different from control without GH incubation or from control

without drug administration and GH (Figure 7).
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NADPH
FRACTION (CYTOCHROME MONOAMINEIGALACTOSYLTRANSFERASEICYTOCHROME
C OXIDASE OXIDASE C REDUCTASE
(Inner (Outer
mitochondrial | mitochondrial (Golgi) (Microsomes)
membrane) membranes)
MICROSOMES 43,3+5,5 ND 19,5+3,0 35,2+8,2
(N=3) (N=3) (N=3)
GOLGI 25,6 4,0 ND 195 +£29,0 3,09+0,8
(N=3) (N=4) (N=3)
OUTER
MITOCHONDRIAL 44,3+ 6,0 49,0 +4,5 5,85+0,3 2,5+£0,3
MEMBRANES
N=3) N=3) N=2) N=3)
INNER
MITOCHONDRIAL 490 + 35 42 +0,15 2,14+0,2 0,25+0,03
MEMBRANES
N=4) N=2) N=2) N=2)
ND : Not determined
TABLE 1
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Localization of caveolae structures on rat liver ultrathin frozen sections

(A) Caveolin-1 (5 nm gold particles) was detected at the plasma membrane, in the Disse’s
space (*), in cytoplasm (black arrows), in mitochondria (white arrows). (B) Caveolae
vesicles (open arrow) were localized at the level of mitochondrial outer membrane. (C)
Control without primary antibody presented no signal. *: Disse’s space, m: mitochondrion.

Bar represents 100 nm.

Figure 2: Cellular and subcellular localization of caveolin-1 and GH

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis were performed on mitochondrial membranes
fractions obtained as described in “Materials and Methods”. (A) Caveolin-1 detection in rat
liver fraction containing 15 an 30 pg protein (lanes 1 and 2 respectively), and isolated rat
mitochondria samples comprising 15 and 30 pg protein (lanes 3 and 4 respectively). (B)
Caveolin-1 detection in rat liver mitochondrial membrane contact sites (lane 1), inner

membrane (lane 2), outer membrane (lane 3), and rat liver fractions (lane 4).

Figure 3: Detection of endogenous GH on rat liver ultrathin frozen sections

GH (10 nm gold particles) was observed in hepatocyte cytoplasm, in endoplasmic reticulum,
at the mitochondrial surface and in mitochondria (A). The hormone was not only detected in
these compartments, but also at the surface of a blood vessel epithelium (B). er: endoplasmic

reticulum, m: mitochondrion, *: Blood vessel. Bar represents 100 nm.

Figure 4: Double immunodetection of caveolin-1 and GH on rat liver ultrathin frozen
sections

GH (10 nm gold particles) and caveolin-1 (5 nm gold particles) were colocalized in the space
of Disse (A), in the cytoplasmic compartment and within mitochondria (B). *: Disse’s space,

m: mitochondrion. Bar represents 100 nm.

Figure 5: Double immunodetection of caveolin-1 and GHR on rat liver ultrathin frozen
sections

GHR (10 nm gold particles) was detected in caveolae structures (open arrow) at the surface
of mitochondrial membrane (A) and in mitochondria (arrows) (B). m: mitochondrion. Bar

represents 100 nm.
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Figure 6: Double immunodetection of caveolin-1, GH and GHR on ultrathin sections of
mitochondrial fraction embedded in LR-White resin

Rat liver mitochondrial fractions were obtained and prepared for electron microscopy as
described in “Materials and Methods”. Colocalizations of caveolin-1 (5 nm gold particles)
with either GH (A) or GHR (B) (10 nm gold particles) were observed in mitochondria. GH
(10 nm gold particles) and its receptor (5 nm gold particles) were also colocalized in

mitochondria (arrows) (C). Bar represents 100 nm.

Figure 7: Polarographic analysis of CHO cells expressing the full lengh GHR (CHO-
GHR|.63s) in response to 200 nM rGH stimulation

Oxygen consumption was analyzed as described in “Materials and Methods”. Cells were
underwent or not with 3 mM methyl-B-cyclodextrin incubation for 1 hour at 37 C and then
were stimulated or not with 200 nM rGH. Control corresponds to polarographic analysis
performed on CHO-GHR |33 without GH incubation. The results are expressed as the mean

of 5 experiments + SEM. Results were considered significant at the 5% level.
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TABLES

Table 1: Specific marker enzyme activities in subcellular fractions from rat liver

Cytochrome c¢ reductase activity is expressed in nmol cyt. ¢ oxidized/min/mg protein;
monoamine oxidase in nmol/min/mg protein, galacosyl-transferase in nmol [*H]-galactose
incorporated/h/mg protein; NADPH cytochrome c reductase in nmol cyt. C reduced/min/mg

protein.
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DISCUSSION

Liver represents the major target tissue for GH. The hormone and its receptor were
detected in liver, at the level of cytoplasm and endoplasmic reticulum, as other hormones like
prolactin (32). GH uptake has been investigated in rat liver at the beginning of the 70s' by
Groves, Maddaiah, and collaborators (9, 33, 34, 35). They reported that GH was implicated
in the regulation of mitochondrial biogenesis in liver tissue by the direct interaction of the
hormone with mitochondrial membranes (8, 9). Nevertheless, some studies were conflicting
with these last data. Actually, Postel-Vinay and collaborators (36) studied subcellular

distribution of ['*

I]-hGH injected iv to female rats. They demonstrated that hGH was
internalized in vivo in the hepatocyte but virtually no radioactivity was associated with
mitochondria. This latter data was corroborated a few years later (37). They focused on Ts
and GH action on mitochondrial biogenesis and they concluded that only T3 had an effect
whereas no high affinity binding sites for GH were present in rat liver mitochondria.
Moreover, specific binding sites for ['*°I]-T; were revealed in rat liver mitochondria after
injection, as well as T3 receptor-like immunoreactivity (38). In the present study, we clearly
show that GH induced an increase in oxygen consumption in CHO cells expressing the full
length GHR. This data indicates a real effect of GH on mitochondrial function as it was
proposed for thyroid hormones (39). Moreover, GH and GHR binding to mitochondria
membranes were put in evidence, but even if electron microscopic micrographs present a
quite good morphological preservation, we were unable to really distinguish the binding sites
since the resolution of immunogold detection was restricted to 27 nm. The binding of GH to
mitochondrion has already been shown by autoradiography (10). Actually, liver does not
express GH mRNA, this is the reason why we find so much GHR immunoreactivity so that
GH present in blood circulation could reach and bind its hepatic receptor and play its
endocrine role on this central tissue. Now, GHR immunoreactivity was studied in GH-
secreting and non GH-secreting cells (12, 40). In somatotrophs, cells which synthesize and
secrete GH, they found out accumulation of the GHR in the secretory granules and
heterochromatin (12), but also its presence in Golgi apparatus, endoplasmic reticulum,
nucleoplasm and cellular and nuclear membranes. They added that a similar distribution was
observed in rat hepatocytes. This last data confirms the results we obtained.

We also co-detected caveolin-1 with either GH or GHR in the same compartments.
These results are in accordance with literature. Really, caveolin-1 was detected in blood

vessel endothelium (41) and caveolae could play their transcytosis role to allow GH enter in
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the hepatic cell. It is now well established that the complex GH-GHR; is internalized in cells
via the clathrin-coated-pits route (42, 43) but, a study demonstrated GH-GHR; internalization
via the caveolae pathway in CHO transfected cells (14). For Interferon y (IFNy), member of
the same cytokine superfamily as GH, two pathways were proposed: one directed by clathrin-
coated-pits which was supposed to target GH-GHR, complex to lysosomal fraction and
degradation, and one orchestrated by caveolae vesicles should drive GH to other intracellular
compartments (14, 29, 44). Now, recent data (45) suggests that the clathrin coat is involved
in lysosomal-targeted GHR, which could assume for caveolin-1 transport of GH the same
role attributed to caveolae in IFNYy trafficking. Moreover, these two internalization pathways
were shown to intervene in TGF-f signaling and turnover (46).

The most intriguing results we obtained were the presence of GH, GHR and caveolin-
1 inward mitochondria and also co-immunodetection of the hormone or its receptor with the
scaffolding protein within this complex organelle. Caveolin-1 distribution has been described
in mouse tissues by Li and collaborators (22) and they reported that this protein was present
not only in liver cytoplasmic matrix, but also within liver mitochondria. GHR
immunoreactivity has already been detected in mitochondria of rat somatotrophs (11, 12) and
rat hepatocytes (12). Presence of GHR in somatotroph refers to the autocrine role attributed
to GH which akin the hormone to a cytokine equally in these cells. Moreover, somatotrophs
showed caveolin-1 concentration in secretory vesicles (22). Thus, caveolae pathway could be
one possibility for somatotrophs to secrete the GH-GHR, complex. Furthermore, IFNy was
described in mouse liver (47) and its internalization pathways were investigated in U937
cells (44). These studies clearly showed IFNy and IFNy receptor presence within
mitochondria compartment. This last data focus on the idea that cytokines could be targeted
to mitochondria.

The presence of these three proteins within mitochondria raises the problem of their
targetting to this site without any targeting sequence identified, and their transclocation
through the mitochondrial membrane. First, it was proposed by Calvo and Enrich (21) that
caveolae may internalize generating a subpopulation of vesicles enriched in caveolin, which
eventually may fuse with the early/sorting endosomes. This pathway seemed to be modulated
by EGF in rat liver (48). Actually, EGF is responsible for the partial redistribution of
caveolin-1 from the plasma membrane into the early/sorting endocytic compartment. This
pattern had only been elucidated for the targeting from plasma membrane to the endocytic

compartment but was shown to require an intact actin cytoskeleton (49; 50). More research in
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this way could be forwarded in order to determine whether this pathway is also required to
reach mitochondria. Furthermore, caveolin-1 can be organized in caveolae or can be found
under its soluble form. Li and collaborators (22) suggested that the soluble form of caveolin-
1 appears to be embedded in a lipid particle that may have critical functions in intracellular
lipids transport. These functions may include the delivery of lipids to caveolae, lipid droplets,
endoplasmic reticulum, mitochondria and other cellular compartments. As caveolin was
shown to interact with molecules such as those implicated in signal transduction (51; for
review, 52) and EGF-R (53), what about an interaction with GHR and thus with the GH-
GHR; complex as we demonstrated a colocalization of these proteins?

Once they are near the mitochondrial outer membrane, as we found the proteins
within mitochondria, they have to enter in the organelle via any process. The first possibility
we could think about is the mitochondrial pore or porin. However, porin is an integral
membrane protein which is permeable to solutes of molecular mass under 2 kDa (54, 55).
Thus, it is an impossible way for these over-2 kDa proteins. Surprisingly, porin was
identified as a caveolar component (56) and its binding to cholesterol was demonstrated (57,
58, 59). So it was put forward that porin could be relocated to subcellular compartments
through the intracellular cholesterol transport routes (60), as caveolae are involved in
cholesterol trafficking. Another alternative could be the fusion membrane between caveolae
and mitochondrial membrane at the contact sites. By western blot, we detected caveolin-1 at
the contact sites but also in the two mitochondrial membranes. Moreover, it was reported that
the contact sites of liver mitochondria were implicated in some phospholipids translocation
into the organelle (25, 61). This could be an indication for membrane fusion. GMI1, a
particular glycosphingolipid and also cellular receptor for cholera toxin, was enriched in non-
coated invaginations and finally, was colocalized with caveolin-1 (62). Equally, this
ganglioside was associated to mitochondria (63). These findings put forward a fusion
membrane process between caveolae or the “lipid particle” associated to the GH-GHR;
complex with mitochondrial membrane at the contact sites. As membranes are not frozen
structures, all these elements could move and therefore be associated to either outer or inner
mitochondrial membrane. Clearly, further work is needed in this way to really understand
why and by which mechanism such proteins localize within mitochondria.

Moreover, when the caveolaec pathway was disrupt, GH could no more exert its
stimulatory effect on oxygen cellular consumption in CHO-GHR| 635 cells. This last data

suggests an interaction between internalization and signal transduction since all GH
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biological effects are initiated by its interaction with the GHR homodimer as we previously
suggested (Vivancos et al., submitted).

As a conclusion, we could propose that the GH-GHR, complex is targeted to
mitochondria via the caveolae pathway and that, if this one is blocked, the hormone becomes
unable to mediate global mitochondrial metabolism. This suggests that even if signal
transduction and internalization are independent events concerning their initiation, they are

able to interact and modulate each other in order to induce GH effects.
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JIIR Action directe de la GH sur la fonction mitochondriale

La GH est une molécule présentant de multiples effets et régule notamment le
métabolisme au niveau cellulaire. Cet effet biologique est classiquement initi¢ par la liaison
de la GH a un récepteur spécifique, conduisant a I’activation de molécules de signalisation
(Leung et al., 1987 ; Mathews et al., 1989 ; Moldrup et al., 1991 ; Moller et al., 1992 ;
Francis et al., 1993) responsables des changements des processus cytosoliques et de
I’expression des genes (Thomson et al., 2000; Mertani et al., 2001). Paralle¢lement,
I’internalisation du complexe hormone-récepteur (Roupas et Herrington, 1988, 1989) a
probablement lieu par la voie des clathrines (Eshet et al., 1984) et des cavéoles (Lobie et al.,
1999). Parmi les destinations intracellulaires de la GH internalisée, se trouvent le noyau
(Rezvani et al., 1973 ; Bonifacino et al., 1983 ; Lobie et al., 1994) et la mitochondrie
(Maddaiah et al., 1970 ; Groves et al., 1972 ; Rezvani et al., 1973 , Lobie et al., 1994). La
GH a été spécifiquement détectée in vivo au niveau des mitochondries de foie (Lobie et al.,
1994) et d’hypophyse (Mertani et al., 1996) de rat dés 2 minutes aprés l’injection. La
détection de la GH dans la mitochondrie souleve le probléme de son importance
fonctionnelle. Les observations que nous avons faites nous ont permis d’émettre I’hypothése
selon laquelle la mitochondrie constituerait une cible de 1’action directe de la GH. Quelques
¢tudes ont suggéré une régulation de la fonction oxydative induite par la GH au niveau
d’hépatocytes issus de rats hypophysectomisés ayant subi une hormonothérapie de
substitution par la GH (Katkocin et al., 1979 ; Clejean et al., 1981 ; Maddaiah et Clejean,
1986). L’action directe d’une hormone, la 3,5-diiodothyronine (T2), a déja été mise en
évidence sur la respiration de fractions mitochondriales (Goglia et al., 1994 ; Lanni et al.,
1994 ; Leary et al., 1996). Cette action était obtenue a la suite de I’import de I’hormone dans
les mitochondries mais le réel mécanisme de translocation reste encore a étre défini (Arnold
et al., 1998). L’import mitochondrial a également été indiqué pour deux autres protéines, une
métallothionéine (Ye et al., 2001) et un facteur de transcription mitochondrial, la Mtfl
(Biswas et Getz, 2002), toutes deux dépourvues, comme la GH, de séquence de ciblage
mitochondrial. Dans le but d’étudier I’'import mitochondrial de la GH, nous avons travaillé
directement sur des fractions mitochondriales, de facon a dissocier ce mécanisme de la
signalisation intracellulaire provenant des récepteurs membranaires et de ’endocytose.

Nous avons dans un premier temps confirmé la capture mitochondriale de hGH ex
vivo dés 10 minutes aprés I’injection de ['*’I]-hGH a des rats. Puis, en travaillant directement

sur des fractions mitochondriales que nous avons incubées pendant 10 minutes avec cette
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méme GH, nous avons pu mettre en évidence une accumulation spécifique, rapide et
saturable de ['*I-hGH. Les fractions mitochondriales ont ensuite subi un sous-
fractionnement par ultracentrifugation afin de localiser plus précisément 1’hormone. Par
western blot, nous avons alors pu mettre en évidence la GH de 22 kDa au niveau de I’espace
intermembranaire et de la membrane interne. Dans un méme temps, nous avons étudié¢ la
localisation de GH par immunocytologie en microscopie électronique sur des fractions
purifiées de mitochondries de foie de rat incubées ou non avec de la GH puis incluses en
résine  LR-White. L’analyse cytologique en microscopie ¢lectronique nous a permis
d’identifier un signal a la surface mitochondriale et a I'intérieur de I’organite qui était
augmenté apres 1’incubation.

Dans un deuxiéme temps, nous avons abordé¢ le rdle que pourrait jouer la GH sur la
fonction mitochondriale, plus particulierement au niveau de quatre complexes de la chaine
respiratoire (I, I, II et IV), par spectrophotométrie et oxygraphie sur mitochondries isolées et
par oxygraphie sur des cellules BRL exprimant le GHR entier. Par spectrophotométrie, nous
avons observé une réduction de 30% des activités de la succinate-ubiquinone oxydoreductase
(complexe II) et de la cytochrome c¢ oxydase (complexe IV). Aucune modification
significative de D’activité de la NADH-ubiquinone oxydoréductase (complexe I) ou de
I’ubiquinol cytochrome c reductase (complexe III) n’a été détectée. La détermination de
I’activité de la cytochrome c oxydase sur des mitochondries découplées a été réalisée par
oxygraphie en utilisant le TMPD/ascorbate comme substrat. Cette approche complémentaire
de l’analyse du complexe IV a révélé 1a encore une diminution de la consommation
d’oxygene lorsque les mitochondries étaient incubées en présence de GH et d’ATP. Lorsque
la consommation globale d’oxygene des mitochondries a été étudiée en utilisant le succinate
comme substrat, la GH a induit une diminution de la consommation d’oxygéne. Inversement,
I’oxygraphie effectuée sur les cellules BRL a permis de montrer une stimulation de 50% de
’activité cytochrome ¢ oxydase au bout de 10 minutes, puis I’activité enzymatique revenait a
une valeur normale.

Ces résultats suggeérent une capture spécifique de la GH par les mitochondries,
induisant un effet métabolique direct sur la respiration mitochondriale par inhibition des
complexes II et IV. En revanche, sur cellule entiere, présentant donc un récepteur fonctionnel
au niveau de la membrane cellulaire, I’activité de la cytochrome ¢ oxydase est activée,
suggérant deux types de controle de la respiration par la GH. Le premier serait un effet
activateur via la transduction du signal et le second serait un effet inhibiteur via la GH elle-

méme par interaction directe avec la mitochondrie.
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ABSTRACT

Growth hormone (GH) is a multipotent molecule known to regulate cell proliferation and
differentiation, as well as metabolism. Biological effects result from GH binding to its
specific cell surface receptors which activates signal transduction. The resulting GH
internalization induces a rapid accumulation of GH in several subcellular compartments,
including mitochondria. In this study, having confirmed the mitochondrial uptake of hGH ex

vivo as early as 10 min after a '

I-hGH injection, we postulated that GH interaction with
mitochondria would promote specific effects. By working directly on mitochondrial fractions,
we demonstrated a specific, rapid, saturable accumulation of intact '*’I-hGH. At the electron-
microscopic level, immunoreactive GH density within mitochondria increased after hormone
incubation, without any modification of its localization. The presence of GH in the inter
membrane space and the inner membrane put in evidence after mitochondrial fractionation
suggested a specific regulation mechanism for mitochondrial respiration. Polarographic and
spectrophotometric methods demonstrated a GH direct dose-dependent effect on
mitochondrial fractions. We observed a 30% reduction in succinate dehydrogenase and
cytochrome ¢ oxidase activity. No significant modification of NADH dehydrogenase or
ubiquinol cytochrome c reductase was detected. These data show that GH is specifically

imported in mitochondria, and operates a direct metabolic effect on them, independently of

cell surface receptors.

Acknowledgment. List dedications, acknowledgments, and funding sources (Emergence).

This study was supported by a grant from “La Région Rhone-Alpes (Emergence 2002)”.

230



INTRODUCTION

Growth hormone (GH) is a multipotent molecule which regulates metabolism at the cellular
level (1). This biological effect is classically initiated by GH binding to a specific surface
receptor (GHR), leading to the activation of signaling molecules (2-6) responsible for
changes in cytosolic processes and gene expression (7, 8). Independently, the internalization
of both GH and GHR (9, 10) presumably occurs by clathrin-coated pits (11) and/or caveolae
(12). Among intracellular destinations for internalized GH, are nucleus (16-18) and
mitochondria (16, 18-21). GH was specifically found within liver (18) and pituitary (21)
mitochondria in vivo as early as 2 min. The detection of GH in mitochondria raises the
question of its functional importance. Our observations led us to the hypothesis that
mitochondria could be a direct target for GH actions. Some reports have suggested a GH-
induced regulation in the mitochondrial oxidative function of liver cells from GH-treated
hypophysectomized rats (22-25). It has already been demonstrated on mitochondrial fractions
that 3,5-diiodothyronine (T2) exerted a direct action on respiration in vitro (26-28), resulting
from T2 mitochondrial import, which mechanism remains unknown (29). Direct
mitochondrial import was also shown for two others proteins, a metallothionein (30) and a
mitochondrial transcription factor, Mtflp (31), both devoid of mitochondrial targeting
sequence. We investigated mitochondrial GH uptake by working directly on mitochondrial
fraction, allowing the dissociation from cell-surface GHR effects, signal transduction
pathways and endocytosis.

2I_hGH mitochondrial accumulation in rat liver. We have

We firstly determined in vivo
extended this observation by studying GH mitochondrial import and submitochondrial
localization after a proteinase K treatment. Mitochondrial fractionation demonstrated that GH
was associated to the inter membrane space and the inner membrane. This intramitochondrial
distribution was confirmed by Immunoelectron microscopy performed on purified liver
mitochondria. Using polarographic and spectrophotometric methods, we found that GH could
directly affect enzymatic activities of the electron transport chain and mitochondrial

respiration by impairing the II and IV complexes.
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MATERIALS AND METHODS

Materials. hGH labeled with '*I with a specific activity of 100-150 uCi/ug protein was
obtained from N.E.N (Perkin-Elmer Life Sciences, Zavantem, Belgium).

Recombinant human GH (rGH) and primary antibody to human GH were obtained from the
National Hormone and Pituitary Program (NHPP, Harbour-UCLA Medical Center, Torrance,
CA, USA) and Dako (Trappes, France). Pre-stained molecular-weight markers were obtained
from Bio-rad S.A. (Ivry sur Seine, France). Hybond-C nitrocellulose membrane, ECL plus
Western Blotting Detection System, and goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase were
purchased from Amersham Biosciences Europe GmbH (Orsay, France). All the products
used for biochemical and polarographic analysis were obtained from Sigma-Aldrich, (St

Quentin Fallavier, France).

Cellular transfection of GH receptor cDNA. Rat GH receptor cDNA was cloned into an
expression plasmid containing an SV40 enhancer and a human metallothionein Ila promoter.
The cDNA was transfected into BRL 3A cells with lipofectin together with the pIPB-1
plasmid, which contains a neomycin resistance gene fused to the thymidine kinase promoter
(5). Stable transfected cells were selected using 1 mg/ml G418. The complete rat GH receptor
cDNA (32) coding for amino acids 1-638 was expressed in BRL 3A, and will be referred to as
BRL-GHR| ¢3s.

Animal treatment. For the tracer study, male Wistar rats (Iffa Credo, L’Arbresle, France),
weighing 250-300 g, were anesthetized with halothane and injected intravenously with 0.5 ml
of PBS containing 4.4x10” cpm of '*I-hGH * 100-fold excess of unlabeled rGH. The rats
were sacrificed by decapitation 15 min after injection. The livers were excised and washed in

1solation buffer.

Preparation of liver mitochondria from injected and non-injected rats. Rat liver
mitochondria were prepared as previously described (33). Briefly, livers were immersed in an
ice-cold isolation medium (250 mM sucrose, 10 mM Hepes buffer, pH 7.4, 1 mM EDTA).
Crude mitochondria were given by differential centrifugations and purified by layering on 20
ml medium containing 25 mM Hepes buffer, pH 7.4, 225 mM mannitol, 1 mM EDTA, 1%
BSA (Bovine Serum Albumin) and 30% Percoll. Gradients were centrifuged for 30 min at
95,000 g, as previously reported (34), after which the dense band containing purified
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mitochondria was removed from the gradient and washed in the isolation medium. The
concentration of mitochondrial protein was quantified by a Bio-rad DC protein assay (500-

0113, with BSA as a standard).

In vitro import of "“I-hGH into isolated rat mitochondria. Mitochondria were prepared as
previously described (31). Intact coupled mitochondria were suspended in an import reaction
buffer (0.6 M sorbitol, 10 mM MOPS, pH 7.2, 80 mM KCL, 2 mM ATP and 2 mM NADH)
at a concentration of 50 mg/ml mitochondrial protein. Dose-dependent experiments using
'I-labeled GH as a tracer were realized on mitochondria incubated in reaction import buffer
with unlabeled increasing GH doses going from 100 to 500 nM, and reveled 200 and 300 nM
as the optimum GH concentrations. The time course study performed during 30 min
demonstrated that the import of GH was essentially complete by 5-10 min.

After GH incubation, a part of each sample was used to quantify the total amount of GH
associated to mitochondria. Each bulk sample was treated with 20 pg of proteinase K on ice
125

for 30 min to remove the non-imported

protease inhibitor PMSF (1 mM final).

I-hGH and this reaction was stopped by adding a

Mitochondria were once washed in import buffer, without NADH. Then, the organelles were
re-suspended in 50 pl import buffer plus 350 pl of 20 mM HEPES buffer, pH 7.4 and kept on
ice for 30 min. This hypotonic solution swells mitochondria, and leads to specific disruption
of the mitochondrial outer membrane space content into the medium. 12000 x g
centrifugation for 15 min allowed the extraction of the inner membrane space content which
was released into the medium from the pellet constituted by mitoplasts (mitochondria without
outer membrane). The mitoplast pellets were suspended in 50 pl sonication buffer (20 mM
HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl) and kept on ice for 10 min. Samples underwent a treatment
consisting in 3 cycles of rapid freezing in a dry ice/ethanol bath followed by a sonication
water bath. Samples were then centrifuged for 30 min at 150 000 x g in a Beckman L-60
Ultracentrifuge (Air pressure, 50 Ti) to separate the mitochondrial matrix content from the
inner membrane. The pellets composed of the inner mitochondrial membrane fraction were
re-suspended in 40 pl sonication buffer and the supernatants containing the matrix material
were conserved.

All these mitochondrial fractions were quantified with a y counter (Perkin-Elmer, Cergy-

Pontoise, France) and visualized by autoradiography.
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SDS-polyacrylamide gel electrophoresis for mitochondrial translocated 'I-hGH. To
determine the molecular weight of the mitochondrial translocated '*I-hGH and its
submitochondrial localization, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was performed on
each sample prepared as above. Samples and iodinated hormone were diluted in loading
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 6.0, 2% SDS and 5% [-mercaptoethanol) and loaded onto a
polyacrylamide gel with 4% acrylamide stacking gel and 15% resolving gel. Each gel was

dried and autoradiographed with a Hyperfilm""'->H from Amersham (Orsay, France).

Immunoelectron microscopy. Purified mitochondrial fractions were incubated in an import
reaction buffer for 10 min at 37°C, with or without 200 nM GH. The mitochondrial
suspension was spun at 8,500 g. The pellet was washed in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, at
4°C and fixed in 4% paraformaldehyde-0.1% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH
7.4. The samples were embedded in LR-White resin (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France). Polymerization was performed in gelatin capsules at 60°C for 24 h.

Ultrathin sections of 70 nm were obtained using an Ultracut S (Leica, Vienna, Austria).
Immunocytological detection of GH was carried out using a guinea pig anti-rGH IgG
(dilution 1/100 in 100 mM phosphate buffer, 300 mM NaCl, 0.05% Tween-20, 0.5% BSA,
pH 7.4) and revealed by an anti-guinea pig IgG conjugated with 10 nm gold particles.
Immunogold reagents (British Biocell, Cardiff, U.K) were used at 1/50 in 20 mM Tris, 300
mM NaCl, 0.05% Tween-20, 0.5% BSA, pH 8.2. The contrast was performed by incubation
in 4% uranyl acetate pH 7 for 30 min. Electron micrographs were taken with a Philips
CM120 electron microscope, operating at 80 kV (Centre Technologique des Microstructures,

Villeurbanne, France).

Cytochrome c oxydase activity in transfected cells. BRL cells were grown to confluence in
Ham’s F-12 medium supplemented with 10% fetal calf serum and then incubated for 12 h in
serum-deprived medium before the addition of 50 nM rGH for the indicated times. Cells
were harvested to a final concentration of 1,000,000 cells/ml, spun at 2,000 g and
homogenized in 250 pl of 25 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4. The concentration of cellular
proteins was quantified by a Bio-rad DC protein assay, and was typically found to be around
10 mg/ml. The cellular homogenate was solubilized in Tris buffer containing 3% dodecyl
maltoside then centrifuged at 3,000 g. The supernatant was collected and the cytochrome c
oxidase (COX) activity (complex IV) was estimated by recording cytochrome c oxidation at

550 nm. The assay was performed at 37°C in 1 ml of 100 mM phosphate buffer, pH 7.0, with
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5-10 pl of supernatant fluid (50-100 pg proteins) and 0.24 mM reduced cytochrome ¢ being

added to start the reaction.

Marker engyme activities. Enzyme activities of different respiratory chain complexes were
determined spectrophotometrically at 37°C on mitochondrial fractions incubated for 5, 10 or
15 min with increasing rGH concentrations (10, 50 or 100 nM). NADH ubiquinone
oxidoreductase activity (complex I) was monitored at 340 nm and determined using a
potassium phosphate buffer (10 mM K-phosphate buffer, pH 8.0, 5 mM NADH, 20 mM
phosphatidylcholine) and 20-40 pl homogenate (100-200 pg proteins), added of 10 mM
ubiquinone. Succinate dehydrogenase activity (complex II) was measured at 600 nm by
adding 20 mM succinate to a reaction medium (50 mM KH,PO,, pH 7.4, triton X-100 1%o, 3
mM KCN, 20 pg/ml rotenone) complemented with 10-20 pl homogenate (50-100 pg proteins)
and 0.18 mM DCIP plus 1.3 mM PMS. Ubiquinol cytochrome c reductase (complex III)
activity was measured at 550 nm by adding 20 pM decylubiquinol to a reaction medium
containing 35 mM KH,POs, pH 7.2, 5 mM MgCl,, BSA (2.5 mg/ml), 0.2 mM KCN, 20 uM
oxidized cytochrome c, rotenone (10 pg/ml) and 15-30 pg mitochondrial proteins. The
decylubiquinol solution was prepared as described by Rieske (35). COX activity (complex
IV) was estimated by recording cytochrome ¢ oxidation at 550 nm. The assay was performed
with 1 ml of reduced cytochrome c, to which 5-10 pl of homogenate (5-10 pg of proteins)

were added to start the reaction.

Polarographic determination of mitochondrial oxygen consumption. Oxygen was measured
with a Clark-type oxygen electrode, model DW1 (Hansatech Instruments Laboratories,
Norfolk, UK), in a glass cell thermostatically controlled at 37 + 2°C. The respiratory reaction
medium contained 250 mM sucrose, | mM EGTA, 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, with a final
free fatty acid (FFA) BSA concentration of 1 mg/ml (1% w/v). The respiratory substrates
were sodium-salts either succinate (5 mM) or glutamate (5 mM) and malate (2.5 mM). The
electron transport chain was specifically inhibited so as to measure the oxidative
phosphorylation parameters of the coupling sites. Sites 2 and 3 were studied in presence of
10 mM succinate plus 5 uM rotenone and site 1 and 3 in the presence of 2.5 mM malate/5
mM pyruvate plus 10 mM Malonate. Mitochondrial protein (750 pg) were added to
incubation buffer (1.5 ml) and incubated for 0, 5 or 10 min with 10, 50 or 100 nM rGH. The
control state of respiration (state 4) was initiated by the addition of 15 pl substrate and the

active state of respiration (state 3) by the addition of 100 uM ADP. The electrode was
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calibrated as described by Hizuka et al. (36). The rate of oxygen consumption was calculated

as described by Postel-Vinay et al. (37).

COX activity was also determined polarographically on isolated mitochondria pre-incubated
with or without rGH 100 nM for 0, 5 and 10 min at 37°C, and was recorded during 15 min.
Liver mitochondria were diluted in a medium containing 1 mM ATP, 100 mM KCI, 5 mM
MgCl, 1 mM EDTA, 5 mM EGTA and 50 mM Hepes/KOH, pH 7.4. Mitochondrial proteins
(150 pg) were added to the reaction medium (1.5 ml) containing 30 uM cytochrome c, 4 pM
rotenone, 0.5 mM 2,4-dinitrophenol, 10 mM sodium malonate and 75 mM Hepes/NaOH, pH
7.4. The reaction was started by addition of 15 pl of 8 mM ascorbate/0.6 mM TMPD
(N,N,N’,N -tetramethyl-p-phenylenediamine).

Statistics. All data are expressed as mean + SEM. Data were analyzed using the 2-tailed t-test

or ANOVA. Results were considered significant at P<0.05.
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RESULTS

Effects of rGH on Cox activity in BRL-GHR ¢35

The COX activity was measured as the first-order rate constant on BRL-GHR 633
cells after GH incubation over 60 min. The GH-stimulated time course of COX activity is
presented in Fig 1. A significant stimulation of basal activity occurred within 5 min, and was
maximal at 10 min (50% above control value) in response to GH (P<0.05). Enzymatic
activity decreased from 10 min until 60 min where no longer activation was detectable. The
basal COX activity was assayed in control BRL-GHR .35 cells incubated at 37°C without

rGH and did not fluctuate in the same conditions.

Mitochondrial GH import

In vivo, specific GH uptake by liver mitochondria was demonstrated by '*I-hGH co-
injected into rats with an excess of unlabeled rGH. Fifteen min after injection, the amount of
radioactivity found in the mitochondrial fraction represented around 35% of total liver uptake
(Fig 2A), confirming the liver as the main GH target tissue. The specific signal corresponded
to the total radioactivity quantity subtracted from the radioactivity present in the rat-injected
mitochondria with an excess of unlabeled GH. As it represented 91% of total radioactivity
(Fig 2B), it was highly significant (P<0.01). GH presence in mitochondria within 15 min
revealed that the hormone accumulation occurred early on.

In vitro, we quantified 'I-hGH amount imported in proteinase K-treated
mitochondria. This enzyme digests mitochondrial-surface associated hormone without
damaging the membrane integrity and allowed us to determine that GH was specifically
imported into the organelles. The time-dependent uptake (Fig 3A) showed a saturation curve,
which increased sharply up to 5 min (80%), and then leveled off from 10 min to 30 min,
demonstrating that the import was complete by 10 min. This kinetic determined 10 min as the
optimal time period for mitochondrial GH uptake. The dose-dependent analysis of specific
mitochondrial GH import (Fig 3B) was performed in presence of proteinase K removing on
non-specific GH binding and potential GH binding to GHR which has been recently
immunodetected within mitochondria. The mitochondrial incubation with increasing
concentration of rGH added of '*°

off from 300 nM rGH. The inflexion point appeared between 200 and 300 nM rGH, and 200

I-hGH resulted in a sigmoid curve which seemed to level

nM was extended as the optimal and the most physiological concentration to obtain the
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greatest GH accumulation. The amount of radioactivity uptaken was statistically significant
at between 200 to 500 nM rGH (P<0.05). Submitochondrial fractionation performed after 10
min rGH incubation and proteinase K treatment allowed to determine accumulated-'>’I-hGH
in the intermembrane space, inner membrane and matrix. As observed in the whole organelle,
the accumulation of labeled GH in the intermembrane space was dependent on GH
concentration used. The curve reached a plateau from 300 nM rGH, characteristic of
saturation mechanisms supporting the hypothesis that this phenomenon is physiologically
significant. In return, radioactivity amount detected at the level of the inner membrane
linearly increased according to the GH concentrations, still remaining lower than the GH
quantity present in the intermembrane space. At the sight of these results, this last
subcompartment could behave like a reservoir acting as a buffer zone for GH deliverance.

The matrix-associated amount of '

I-hGH was very low whatever the GH concentration used,
suggesting that the GH action remains bordered on the inner membrane.

To confirm the presence of radiolabeled GH within submitochondrial fractions and
whole mitochondria, the hormone was put in evidence by SDS-PAGE and autoradiography
from the samples incubated with 200 and 300 nM rGH (Fig 4). As previously described, GH
was localized in whole mitochondria, intermembrane space and inner membrane. No signal
was associated to the matrix fraction. Moreover, tested samples presenting GH accumulation
were found to have the same molecular weight as native iodinated hGH (22 kDa). These
results suggest that the radioactivity detected in the submitochondrial fraction came from an
intact 22 kDa '*I-hGH, lending weight to a functional implication of the hormone in
mitochondrial activities.

The GH distribution was also confirmed by immunogold electron microscopy on
highly purified mitochondrial fractions (Fig 5). GH immunoreactivity was mainly localized
in mitochondria (Fig 5A). However, the LR-White resin, known to promote antigenicity
preservation at the expense of morphological integrity, made impossible the distinction
between the submitochondrial compartments. The signal detected in control corresponded to
endogenous GH which was significantly increased by incubation of mitochondrial fraction
with exogenous GH (Fig 5B).

At the sight of all these results, the presence of accessible sites for rGH within

mitochondria implies this organelle as a direct target for GH action.

238



Effects of GH on mitochondrial metabolism

The short-term effects of GH were analyzed in vitro through the activity of 4
respiratory chain complexes. Kinetics were performed after a 15- to 30-min incubation at
37°C that did not affect the controls carried out without GH treatment (Fig 6). Two of the 4
enzymatic activities tested (Fig 6), NADH ubiquinone oxidoreductase (complex I) and
ubiquinol cytochrome ¢ reductase (complex III) (Fig 6, A, C), did not show any significant
variation, whatever the incubation period or the GH concentration. In contrast, the incubation
of mitochondrial fractions with GH induced a marked but transient reduction in both SDH
and COX activity (Fig 6, B, D). The GH effects were time- and concentration-dependent.
The COX activity (Fig 6D) showed a maximal and significant inhibition of 30% (P<0.05) as
early as 5 min after incubation with 100 nM rGH when compared to the controls. A 22%
reduction of COX activity was obtained with 10 nM rGH after 15 min of incubation (P<0.05).
For 50 and 100 nM rGH, GH was effective for 15 min, while 30 min were required to restore
a normal level of COX activity with 10 nM rGH. The inhibitory periods and intensities
induced by increasing rGH concentrations on SDH activity (Fig 6B) were similar to the
variations of COX activity under the same experimental conditions. The maximal reduction
was reached within 5 min with 100 nM rGH (30%), and within 15 min with 10 nM rGH
(25%; P<0.05). In other words, the amount of reduction and the duration of the activity were
characteristic of the GH effect on COX and SDH activity.

COX activity was also determined in uncoupled mitochondria with TMPD/ascorbate
as a substrate, using the polarographic technique (Fig 7). As for the spectrophotometric
experiments, mitochondrial COX activity was preserved at 37°C in the controls. The time-
dependent variations observed in the oxygen consumption of the mitochondrial fractions
incubated with 100 nM rGH confirmed the aforementioned data. The processes were rapid
and transient (up to 5 min), since after 10 min pre-incubation with rGH no further effect on
COX activity was detected. The rate of oxygen consumption decreased with the pre-
incubation time, and the hormone action was continued only during the first 15 min of GH
incubation (P<0.05). These data confirmed the GH-induced inhibition of COX activity.

The oxygen consumption of the mitochondrial fractions was also measured with
succinate as a substrate using polarography to determine the metabolic effects of GH on the
total oxidative capacity (Fig 8). Classically, mitochondria are stored in a FFA-BSA to
remove endogenous FFA, which is likely to induce mitochondrial uncoupling. As shown in

Fig 8, the state-3 respiration rate was reduced by rGH with succinate as a substrate. The
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state-4 respiration rate remained unchanged (data not shown). It would appear that rGH
significantly reduces the oxidative phosphorylation efficiency at concentrations of 50 and
100 nM, when compared to the control (P<0.05) up to a maximum of around 40% after a 10-
min incubation. A slight reduction was also observed with 10 nM rGH, although the
difference was not statistically significant.

The demonstration of GH presence in inter membrane space and association to the
inner membrane reinforces that GH is biologically active on mitochondria through direct

control of the respiratory chain functioning.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Time course of COX activation by rGH in BRL-GHR|_¢35. Cells were incubated in
the presence or absence of 50 nM rGH. Results are expressed as the mean + SEM of 5

experiments. * Significant difference (P<0.05).

Figure 2: In vivo '*I-hGH uptake in (A) whole liver and mitochondrial fraction, and (B)
specific uptake by a mitochondrial fraction 15 min after iv injection. A: Percentage of GH
incorporation in vivo. B: Specific GH uptake in mitochondria determined by hormone
competition analysis. Each value represents the mean of 3 experiments + SEM. The 100%

125
f

value (0.5 nmoles of GH) corresponds to the amount of “"I-hGH uptaken per mg of protein.

125

Figure 3: In vitro uptake of '*’I-hGH by mitochondrial fractions. A: time course of '*’I-hGH

uptake. B: uptake of '*’I-hGH by submitochondrial fractions incubated for 10 min with
p p Yy

125

increasing rGH concentrations of between 100 and 500 nM, with "“"I-hGH as a tracer. Data

are expressed as the mean of 3 experiments + SEM.

Figure 4: SDS-PAGE and autoradiography of total '*I-hGH mitochondrial uptake after
proteinase K treatment being performed with 200 nM (lane 1) and 300 nM rGH (lane 2); of
'2I_.hGH matrix fraction being performed with 200 nM (lane 3) and 300 nM rGH (lane 4); of
native iodinated GH (lane 5); of '*
nM (lane 6) and 300 nM rGH (lane 7); and of '*I-hGH inner membrane being performed

with 200 nM (lane 8) and 300 nM rGH (lane 9).

I-hGH intermembrane space being performed with 200

Figure 5: Electron micrograph of mitochondria purified from rat liver incubated for 10 min
(A) with or (B) without 100 nM rGH, then embedded in LR White resin. Only mitochondria
are to be observed. GH immunogold labeling (10 nm-gold particle) was observed in
mitochondria, in the matrix, and on the inner membrane, both (A) after incubation with rGH
and (B) in the control. The labeling density increased after GH incubation. Bar represents

200 nm.

Figure 6: Direct effects of rGH on: (A) NADH ubiquinone oxidoreductase, (B) SDH, (C)

ubiquinol cytochrome c reductase and (D) COX activity. The mitochondria were incubated at
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37°C with increasing GH concentrations. The results represent the mean of 3 experiments *
SEM. They are expressed as a percentage of those obtained with the controls, which were
taken to represent 100% activity and whose values were 970, 1060, 1080 and 910
nmoles/min/mg protein for NADH ubiquinone oxidoreductase, SDH, ubiquinol cytochrome ¢

reductase and COX, respectively.

Figure 7: The effects of rGH on the inhibition of COX activity measured by polarography.
Mitochondria were pre-incubated with or without 100 nM rGH for 1, 5 and 10 min. The
Figure shows oxygraph recordings of COX activity for 15 min after addition of ascorbate

plus TMPD. The data represent the mean + SEM of 3 experiments.

Figure 8: The effects of GH on the inhibition of succinate oxidation by mitochondria (state 3).
Mitochondria were pre-incubated for 0, 5 or 10 min at 37°C at the indicated rGH
concentrations. Succinate and ADP were then added to final concentrations of 5 mM and 100

uM ADP, respectively.
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DISCUSSION

This study takes place in resurgent reports that focused on knowing the physiological
role played by mitochondria at the cellular level. An endocrine regulation of mitochondrial
activity is emerging from recent observations, particularly with T2 and T3. T3 is considered
as a major regulator of mitochondrial activity which probably induces a direct influence on
the organelle through a mediator: T2. Reports from the seventies had also demonstrated that
GH partially restored (38) disruptions caused by hypophysectomy on protein synthesis (39),
cytochrome concentration, enzymatic activity and the rate of protein turnover (40) in liver
mitochondria. Some studies have also suggested an improvement in mitochondrial
respiration (22-25) that has never been confirmed by Mutvei et al. (41).

We investigated GH action on mitochondrial metabolism to determine whether the
hormone was directly able to regulate respiratory activity in mitochondria.

The demonstration for the first time of an increase of COX activity in BRL-GHR | 33
cells incubated with the hormone confirms the role played by GH on mitochondrial
metabolism. The way by which GH could promote cellular respiration is partly revealed by
the existence of a hormonal influence on the IV complex. On whole cells, GH effect likely
resulted from GHR-dependent signal transduction pathways. Most of them are well described
but the mechanisms’ complexity impairs an obvious understanding of downstream events,
including the endocrine regulation targets of cellular metabolism.

The demonstration of GH localization into mitochondria led us to the assumption that
the hormone could directly control mitochondrial activity. Radiolabeled GH is specifically
accumulated in vivo in several subcellular compartments including lysosomal bodies, the
Golgi apparatus, the nucleus and mitochondria in pituitary (21) and in liver (18) where
specific imported GH represented up to 28% of total liver uptake. Our results were closely
related to those obtained in the last study (18) since the specific radioactivity represents 35%
of total liver uptake. The present study investigates the mitochondrial GH import in vitro on
mitochondrial fractions independently of the cytosolic environment. Ten min exposure of
isolated mitochondria to the hormone was sufficient to obtain the maximal GH accumulation
in an intact and immunologically reactive form as shown by SDS-PAGE and
autoradiography. The treatment of mitochondria with increasing GH concentrations revealed
a saturable processing according to results obtained by Rezvani on liver sections incubated in
vitro with *H-hGH (16). This suggests that GH, under these in vitro conditions, probably

follows an import pathway similar to that for the endogenous protein of living cells.
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By using fractionation, GH could be for the first time precisely localized at the
submitochondrial level. The hormone was mainly distributed within mitochondria as shown
by the electron microscopic study and most particularly at the level of the inter membrane
space and inner membrane as revealed SDS-PAGE and autoradiography analysis. From the
dose-dependent experiments, we postulated that the inter membrane space could behave as a
reservoir for GH accumulation, regulating the GH likely to interact with the inner membrane.
GH is a protein of 22 kDa without any known mitochondrial targeting presequence and did
not seem to be modified by mitochondria interaction. The protein translocation in
mitochondrial fractions independently of cytosolic environment suggests a non conventional
entry mechanism for the hormone, particularly because of the absence of clathrin-coated pits
and caveolae pathways. Several proteins have been demonstrated to accumulate at different
mitochondrial levels including the inter membrane space, the inner membrane and the matrix.
The first report (30) concerns a metallothionein (a 14 kDa protein) implicated in cellular zinc
distribution which was imported into the inter membrane space of liver mitochondria when
they were incubated in vitro with the protein. The uptake mechanism was not described but
this study showed for the first time a possible mean of entry for a peptide at least through the
outer mitochondrial membrane. A second study (31) characterized a new way of entry
through the outer and inner mitochondrial membranes for the mitochondrial transcription
factor (Mtflp). This protein was found in vivo as well as in vitro in the matrix and associated
to the inner membrane. The translocation of Mtflp into the matrix, unlike most
mitochondrial matrix proteins hitherto studied, did not require membrane potential, ATP
hydrolysis and membrane receptors. The authors proposed that Mtflp could adopt an import-
competent conformation favoring the translocation. However, the possibility that GH could
specifically interact with its receptor at the mitochondrial level is a hypothesis that we could
put forward owing to the GHR detection into mitochondria by electronic microscopy analysis
(Vivancos et al., in preparation).

At the sight of these previous results, we attempted to demonstrate the physiological
consistency of in vitro GH targeting towards liver mitochondria. We estimated liver
mitochondrial oxidative capacity by measuring oxygen consumption of in vitro GH-
stimulated mitochondrial fractions with succinate (state 4) and ADP (state 3). Liver
mitochondrial oxidative capacity was reduced by GH after 5 min incubation when ADP was
present (state 3), without any change in the state-4 substrate oxidation rate. At the same time,
enzymatic activities of respiratory chain complexes were analyzed in attempt to identify a

specific site for GH action. The GH-induced inhibition of COX activity observed by
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spectrophotometry was effective as early as 5 min after GH addition, and was confirmed by
polarography. Similarly, GH had an effect on succinate dehydrogenase activity within 5 min,
whereas no such effect was detected on NADH ubiquinone oxidoreductase or ubiquinol
cytochrome c reductase activity. These observations are reinforced by the submitochondrial
GH localization including the inter membrane space and the inner membrane. We speculated
that the II and IV complexes could be a direct target for GH involved in the short-term
influence of the hormone on the organelle, according to what was demonstrated for 3’,5-di-
iodothyronin (T2). In addition to the detection of T2-binding sites in the organelle (27, 28),
Goglia et al. (26) found that T2 binds to a subunit of COX, leading to a conformational
change of the enzyme. The consequence was a hormonal activation of the respiratory chain
which occurred on a level with proton motive force and intramitochondrial ATP/ADP ratio
control of oxidation/phosphorylation.

As a conclusion, we could confirm that GH acts on mitochondrial metabolism by two
mechanisms. Firstly, on whole cell, GH stimulates respiration by signal transduction
pathways, and secondly, GH exerts directly a down-regulation on respiration at the

mitochondrial level.
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DISCUSSION GENERALE

La GH est une hormone polypeptidique sécrétée par les cellules somatotropes de
I’hypophyse antérieure. Elle est libérée d’une manicre pulsatile par I’action concertée de
plusieurs hormones dont les plus importantes sont la GHRH, la somatostatine, la ghréline et
la leptine (Epelbaum et al., 1977 ; Bloch et al., 1983, 1984 ; Barinaga et al., 1985 ; Morel et
al., 1989 ; Giustina et Veldhui, 1998 ; Kopchick et Andry, 2000). Une fois libérée dans le
sang, la GH va agir au niveau de son principal site d’action, le foie, ou elle va stimuler la
production d’IGF-1 (Roberts et al., 1987 ; Daughaday et Rotwein, 1989). Ce dernier facteur
représente le régulateur métabolique majeur de 1’organisme. Il exerce des effets anaboliques
au niveau du muscle et des effets cataboliques sur les graisses. Il joue également un rdle
important dans la médiation de la croissance osseuse. L’IGF-1 circulant va compléter une
boucle de rétrocontrdle afin de réguler la sécrétion de GH au niveau de I’hypothalamus et de
I’hypophyse. Cependant, la GH est également capable d’agir directement sur ces cellules-
cibles en interagissant avec son récepteur spécifique, le GHR (Gritching et al., 1983). Elle
induit alors directement des effets, elle peut notamment réguler le métabolisme énergétique
cellulaire. Les effets pléiotropes exercés par cette hormone en font une molécule d’intérét

dont les mécanismes d’actions ne sont pas encore totalement élucidés.

La liaison de la GH a son récepteur permet d’induire plusieurs voies de transduction
du signal (pour revue, Zhu et al., 2001). Le GHR appartient a la superfamille des récepteurs
des cytokines dont les caractéristiques principales sont la présence dun seul domaine
transmembranaire et I’absence d’activité tyrosine kinase intrinséque (Bazan, 1989 ; Cosman
et al., 1990 ; Ilhe et al., 1995). L’événement initiateur de la signalisation intracellulaire
faisant suite a la liaison de I’hormone sur son dimére de récepteur est ’activation de la
protéine tyrosine kinase Jak2 (Frank et al., 1994 ; Thirone et al., 1999) qui joue le réle d’'un
véritable chef d’orchestre dans 1’organisation de la signalisation intracellulaire (Argetsinger
et al., 1993 ; Silva et al., 1993 ; Foster et al., 1998). La protéine Jak2 s’associe au GHR au
niveau d’une région particuliére du récepteur riche en résidus proline appelée la boite 1
(Sotiropoulos et al., 1994 ; Vanderkuur et al., 1994). Hormis la voie dépendante du calcium
extracellulaire, cette protéine initie toutes les voies de transduction du signal responsables
des actions biologiques déclenchées par la GH. Ce sont les cascades de phosphorylations

allant du GHR aux molécules de signalisation qui véhiculent le signal. Ces différentes voies
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sont : 1) la voie des MAPK, 2) la voie des Jak/STAT, 3) la voie de la PI-3 kinase et, 4) la
voie de la PKC. L’aboutissement de ces voies se traduit par des effets physiologiques et
métaboliques (pour revue, Herrington et Carter-Su, 2001 ; Zhu et al., 2001).

L’action de la GH sur l’activité respiratoire mitochondriale a été étudiée dans les
années 70. Les expérimentations ¢étaient réalisées sur des rats hypophysectomisés qui
subissaient une hormonothérapie de substitution par la GH qui restaurait la fonction
mitochondriale (Katkocin et al., 1979 ; Clejean et al., 1981 ; Maddaiah et Clejean, 1986).
Cependant, cette fonction accordée a la GH n’a pas toujours été démontrée (Postel-vinay et
al., 1982 ; Mutvei et al., 1989). Plus récemment, une ¢tude réalisée sur des mitochondries
isolées de muscle squelettique de rat ayant subi des injections chroniques de GH n’ont
montré aucun effet de I’hormone sur la fonction oxydative mitochondriale (Peyreigne et al.,
2002). Nous nous sommes plus particulierement intéressés a I’implication du domaine
intracellulaire du GHR dans la stimulation de la respiration mitochondriale en réponse a une
stimulation par la GH (Article I). Pour cela, nous avons ¢étudié les variations
d’autofluorescence du NADH et des flavoprotéines (FP) dans des cellules CHO exprimant
différentes constructions du GHR en utilisant dans un premier temps la technique de
microscopie biphotonique. Cette méthode permet de réaliser des études directement sur
cellules vivantes et constitue un outil pour observer les variations d’oxydation du NADH et
de réduction des FP permettant de corréler 1’état du métabolisme énergétique cellulaire au
fonctionnement mitochondrial (Saks ef al., 1998). Une diminution de I’autofluorescence
associ¢e au NADH et une augmentation de I’autofluorescence liée aux FP sont corrélées a
une stimulation de la respiration mitochondriale. Ainsi, la stimulation par la GH de cellules
surexprimant le GHR entier (CHO-GHR|_635) montre une diminution de 1’autofluorescence
du NADH et une augmentation de celle des FP indiquant une stimulation de la respiration.
Lorsque le GHR est délété de la totalité de son domaine extracellulaire, aucune variation des
autofluorescences du NADH ou des FP n’a été induite en réponse a une stimulation par la
GH, indiquant I’importance du domaine intracellulaire dans la réponse mitochondriale a
I’hormone. Les résultats que nous avons obtenus dans un second temps par oxygraphie sur
ces deux mémes types de cellules ont confirmé ceux observés en microscopie biphotonique.
Les cellules CHO exprimant le GHR dépourvu de domaine intracellulaire consomment
autant d’oxygeéne lors d’une stimulation par la GH que des cellules qui expriment le GHR
intégral sans stimulation par la GH. Lorsque les cellules CHO-GHR| ¢35 sont incubées en
présence de GH, leur consommation d’oxygéne peut étre augmentée de 20% dés 2 minutes,

jusqu’a plus de 60% au bout de 10 minutes (Articles I et II). Des cellules BRL exprimant
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¢galement le GHR entier ont montré une augmentation maximale de 50% par rapport a la
valeur contréle de I’activité cytochrome c oxydase (complexe IV) 10 minutes aprés une
incubation avec la GH (Article III). A ce stade, il est alors possible d’impliquer le domaine
intracellulaire du GHR dans la stimulation de ’activité respiratoire par I’intermédiaire du
complexe IV (Figure 37). L’observation la plus étonnante est I’absence de variation de
I’autofluorescence du NADH et une augmentation de celle des FP dans les cellules exprimant
un GHR délété de la boite 1, soulignant I’'implication de cette région dans la stimulation de
I’activité respiratoire. De plus, le profil de la consommation d’oxygene de ces cellules lors
d’une stimulation par la GH est identique a celui de cellules CHO-GHR 633 non stimulées
par ’hormone. Puisque ce type cellulaire est incapable d’induire ’oxydation du NADH et
une augmentation de la consommation d’oxygéne, un véritable role de stimulateur de
’activité respiratoire mitochondriale peut étre attribué a la boite 1. La seule augmentation de
I’autofluorescence des FP observée dans ce dernier cas suggére que I’intervention de la boite
1 se limite & "oxydation du NADH (Figure 37). Ces résultats nous permettent de proposer
une régulation différente pour le NADH et les FP. Il est depuis longtemps admis que
I’efficacité des phosphorylations oxydatives dépend de la nature des substrats utilisée par la
chaine respiratoire (Leverve et Fontaine, 2001). En fonction de certaines conditions
physiologiques ou pathologiques, les hépatocytes sont capables de supporter des capacités
respiratoires tres différentes, suggérant 1’adaptation des fonctions mitochondriales selon la
demande cellulaire (Nogueira et al., 2001). Ceci supposerait I’existence de 2 sous-
populations mitochondriales comme cela a été illustré par I’absence quasi-totale de
superposition des signaux d’autofluorescences liées au NADH et aux FP au moment de
I’observation simultanée des deux excitations (4rticle I). En revanche, la région C-terminale
du domaine intracellulaire du GHR ne semble pas étre impliquée dans cette réponse a la GH
puisque les cellules exprimant le GHR dépourvu du domaine 455-638 présentent des
intensités d’autofluorescence du NADH et des FP ainsi qu’un profil de consommation
d’oxygene similaires a ceux de cellules exprimant le GHR entier suite a une stimulation par
la GH. Cependant, il est a noter que la consommation d’oxygene des cellules CHO-GHR 454
reste inférieure a celle des cellules CHO-GHR.633. Ce domaine est plus particuliérement
impliqué dans la signalisation de la PKC qui permet d’activer I’entrée de calcium dans la
cellule (Billestrup et al., 1995). Lorsque la concentration cytosolique en ions Ca”" est trop
¢levée, il a été montré que la mitochondrie participait a I’homéostasie caclique (pour revue,
Carafoli, 2002 ; Ganitkevich, 2003). Aussi, il est de plus en plus admis qu’une surcharge

mitochondriale en ions Ca>" participe au processus de mort cellulaire par apoptose (pour
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revue, Sayer, 2002). Par I’activation de la voie de la PKC, la GH pourrait ainsi influer sur le
contrdle de I’entrée du calcium dans la mitochondrie et exercer un contrdle sur le processus
d’apoptose. D’une manicre plus générale, le calcium pourrait étre impliqué dans ’activité

respiratoire lorsque sa concentration intramitochondriale est physiologique.

En parallele a la transduction du signal, le complexe GH-GHR; est internalisé selon
un processus classique d’endocytose par la voie des vésicules a clathrine (Eshet ef al., 1989)
ou comme cela a été montré dans le laboratoire, par la voie des cavéoles (Lobie et al., 1999).
La signalisation intracellulaire et I’internalisation semblent avoir lieu d’une fagon totalement
indépendante. Récemment, une étude d’internalisation menée en microscopie confocale sur
différentes constructions du GHR exprimées par des cellules CHO (Mertani et al., 2003) a
permis de mettre en évidence que ’activité tyrosine kinase de la protéine Jak2 et/ou les
phosphorylations des résidus tyrosine du GHR n’étaient pas nécessaires a I’internalisation du
complexe GH-GHR;. Ces résultats ont confirmé 1’étude de Alves dos Santos et al. (2001a)
qui démontrait I’indépendance de la transduction de signal via la protéine Jak2 vis-a-vis de la
conjugaison de 1’'ubiquitine au GHR, de ’endocytose par la voie des vésicules a clathrine et
de la dégradation lysosomale. Cependant, la signalisation intracellulaire peut perdurer au
niveau des compartiments endosomaux (Alves dos Santos ef al., 2001b). L’internalisation du
complexe par la voie des vésicules a clathrines est dépendante d’un motif présent dans le
domaine intracellulaire du GHR appelé motif UbE. Il se situe entre les résidus 322 et 331
chez le lapin et le résidu 327 (346 chez le rat) joue un réle majeur dans la conjugaison de
I’ubiquitine au récepteur. Suite a cette conjugaison, le processus de dégradation protéasomale
est déclenché et se poursuit dans les compartiments lysosomaux ou le complexe GH-GHR; a
été guidé par les vésicules recouvertes de clathrine (van Kerkhof et Strous, 2001). L’étude
réalisée en microscopie confocale de I’internalisation de la GH et du GHR dans les cellules
CHO exprimant un GHR dont le résidu phénylalanine est muté en alanine (CHO-GHRg3464)
(Article I) a permis de mettre en évidence un processus d’internalisation sérieusement
perturbé comme 1’ont décrit Allevato et al. (1995). Bien que I’'immunoréactivité apparentée a
la GH était détectable deés 1 minute, I’intensité du signal demeurait limitée a un faible signal
jusqu’a 30 minutes. Simultanément, I’'immunoréactivité liée au GHR restait confinée a la
région périnucléaire. Puis, entre 30 et 60 minutes aprés une stimulation par la GH, les
signaux fluorescents correspondant a la GH et au GHR ont subi une forte augmentation dans
les compartiments cytoplasmique et nucléaire. La mutation du résidu F346 retarde

considérablement I’internalisation du complexe GH-GHR,. Mais ceci n’explique pas le faible
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signal observé jusqu’a 30 minutes. Ce faible taux d’internalisation pourrait étre attribué a la
voie des cavéoles comme cela a déja été montré au niveau de cellules CHO-GHR 633
exprimant le GHR entier (Lobie et al., 1999) ou un autre récepteur des cytokines, 'IFNy-R
(Sadir et al., 2001). Le résidu F346 semble également jouer un rdle important dans la
respiration mitochondriale. Bien que les processus d’internalisation et de transduction du
signal soient cloisonnés au moment de leur initiation, leur interaction est envisageable une
fois les processus engagés. En effet, la GH induit une augmentation de 1’autofluorescence
li¢e au NADH dans les cellules CHO-GHRF346a €t une diminution de leur consommation
d’oxygene se traduisant par une diminution de 1’activité respiratoire mitochondriale. Comme
le GHR exprimé par ces cellules possede la boite 1, une activation par la protéine Jak2 est
possible, mais la mutation ponctuelle du résidu F346 en alanine inhibe I’activation de la
respiration. L’internalisation par la voie des vésicules a clathrine régulerait alors
positivement la respiration cellulaire, mais le mécanisme précis de ce controle n’est pas
encore avéré (Figure 37). Une régulation de la transduction du signal par les molécules
impliquées dans le processus d’internalisation a déja été mise en évidence (Alves dos Santos
et al., 2001b). L’utilisation de I’inhibiteur MG132 du protéasome a prolongé I’activité du
GHR et de la protéine Jak2 suite a une stimulation par la GH probablement par stabilisation
des phopshorylations de leurs résidus tyrosine (Alves dos Santos et al., 2001b). Aussi, le
contrdle de la disponibilité des GHR au niveau de la surface cellulaire a ét¢ démontrée par les
activités du protéasome et de la protéine Jak2 lors d’une exposition a la GH (Moulin et al.,

2003).

La voie des cavéoles constitue une alternative a 1’endocytose dépendante des
vésicules a clathrine, mais ce réle a longtemps ¢été controversé. Les cavéoles sont des
invaginations vésiculaires localisées au niveau de la membrane plasmique. Elles sont formées
suite a I’accumulation en une méme région de la membrane plasmique de cholestérol, de
glycosphingolipides et de cavéoline-1 (Glenney et Soppet, 1992 ; Murata et al., 1995 ; Li et
al., 1996b). La cavéoline-1 est une protéine membranaire de 21-24 kDa et représente le
marqueur principal des cavéoles in vivo (Kurzchalia et al., 1992 ; Rothberg et al., 1992 ;
Scherer et al., 1997). Bien que le role premier attribué aux cavéoles fut le trafic trans-
cellulaire de protéines sériques dans les cellules endothéliales (Palade, 1953 ; Yamada, 1955),
leur fonction s’est étendue entre autres au processus d’endocytose (Parton, 1996 ; Anderson,
1998) ainsi qu’a I’homéostasie et au transport du cholestérol (Fielding et Fielding, 2001).

Elle a été plus particulierement étudiée dans le cadre de I’infection cellulaire par le virus SV-
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40 (Pelkmans et al., 2001). L’étude que nous avons menée en microscopie électronique sur le
foie de rat (Article II) nous a permis de confirmer les résultats obtenus sur des cellules CHO
exprimant le GHR entier par Lobie et al. (1999). Dans cette derniére étude, les auteurs ont
mis en évidence deux voies d’internalisation du complexe GH-GHR; : celle des vésicules a
clathrine et celle des cavéoles. Plus tard, ’implication de la voie des cavéoles a été mise en
évidence pour d’autres cytokines telles que 'IFN-y (Sadir et al., 2001 ; Subramaniam et al.,
2002) et le TGF-B (Razani et al., 2001a ; Di Guglielmo et al., 2003 ; Felberbaum-Corti et al.,
2003). Le foie constituant le principal tissu-cible de la GH, nous nous sommes intéressés a
I’internalisation de I’hormone par la voie des cavéoles dans le foie de rat. Nous avons mis en
évidence par immunocytologie des colocalisations de la GH et/ou du GHR avec la cavéoline-
1 au niveau de I’espace de Disse, du cytoplasme, de la périphérie et a I’intérieur du
compartiment mitochondrial (Article II). La GH a été retrouvée auparavant dans des
compartiments non hydrolysants tels que 1’appareil de Golgi, le noyau (Lobie ef al., 1994 ;
Mertani et al., 1996, 2003) et les mitochondries (Maddaiah et al., 1970 ; Groves et al., 1972 ;
Lobie et al., 1994 ; Mertani et al., 1996). Nous privilégions 'utilisation de cavéoles pour une
redistribution de I’hormone dans les compartiments non endosomaux, mais une étude récente
montre que, dans la cadre de I’internalisation du TGF-f, cette voie avantagerait plutot le
ciblage vers la dégradation lysosomale (Di Guglielmo ef al., 2003), ce qui est en désaccord
avec notre hypotheése. La découverte du nouveau compartiment cavéolaire constitué¢ par le
cavéosome (Pelkmans et al., 2001) pourrait réconcilier nos deux points de vue. Ce
compartiment représente, comme 1’endosome précoce, une station de tri protéique. Au fur et
a mesure de son enrichissement en solutés et molécules internalisés, cette grosse vésicule
subit un étirement de ses extensions qui deviennent petit a petit dépourvues de cavéoline-1
(Mundy et al., 2002). De nouvelles vésicules sont alors formées et peuvent se diriger vers les
différents compartiments intracellulaires hydrolysants ou non. Nous pourrions alors émettre
I’hypothese de I’existence d’un compartiment jouant le role de point de convergence entre la
voie des cavéoles et celle des vésicules a clathrine qui serait enrichi en certains endroits de sa
membrane en cavéoline-1 (Figure 37). Ce concept a été abordé trés récemment (Nichols et
Lippincott-Schwartz, 2001 ; Johannes et Lamaze, 2002 ; Nichols, 2002). L’existence d’un
endosome de tri, renfermant la cavéoline-1 comme principal marqueur mais qui n’exprime
pas les marqueurs endosomaux habituels, a été proposé. De plus, I'implication de ce
compartiment a été démontrée dans le transport des molécules internalisées indépendamment
de la voie des vésicules a clathrine depuis la membrane plasmique vers 1’appareil de Golgi

(Nichols, 2002).
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La présence de la GH au niveau de la mitochondrie souléve une question
d’importance. Comment une protéine de 22 kDa, ne présentant pas de séquence d’adressage
mitochondrial connue a ce jour, peut-elle étre présente dans I’organite ? La colocalisation de
la cavéoline-1 avec la GH au niveau des mitochondries isolées (Article II) suggere
I’implication de la voie des cavéoles dans cette capture in vivo. Nous avons également
privilégié la voie des cavéoles parce que la présence de la cavéoline-1 avait déja été indiquée
dans I’organite (Li et al., 2001). Cependant, 1’étude in vitro réalisée sur les mitochondries
isolées permet d’éliminer toute participation de la transduction du signal via le domaine
intracellulaire du GHR présent au niveau de la membrane plasmique (Articles II et III). La
GH serait alors capturée directement par les mitochondries par I’intermédiaire de la
cavéoline-1. Celle-ci serait acheminée au niveau de la mitochondrie sous sa forme soluble
(Liu et al., 2002) (Figure 37). La cavéoline-1 soluble est enrobée dans une particule lipidique
comportant un coeur hydrophobe enrichi en corps lipidiques limité par une monocouche
lipidique (Figure 29) (Brown, 2001). L’entrée d’une telle structure dans la mitochondrie
pourrait étre réalisée au niveau des points de contact mitochondriaux par fusion des
membranes puisque nous avons détecté la cavéoline-1 par western blot au niveau
d’échantillons de membranes mitochondriales externe, interne et des points de contact
(Article II). En effet, ce mode d’entrée mitochondriale semble étre adopté lorsque les
protéines a importer ne présentent pas de séquence d’adressage mitochondrial. Ce
phénomeéne a notamment été montré pour I’import mitochondrial du cholestérol (Thomson,
2003). Ainsi, lors de I’incubation des mitochondries isolées avec la GH, celle-ci serait
reconnue par la cavéoline-1 déja présente dans la membrane mitochondriale par fusion de la
membrane de la structure lipidique au niveau des points de contact (Figure 37). Cependant,
I’analyse morphologique effectuée en microscopie électronique ne nous a pas fourni
d’indications précises quant a la localisation de la GH a I’intérieur de la mitochondrie, la
résolution de cette approche expérimentale se limitant 2 27 nm. L’étude consistant a incuber
des mitochondries isolées de foie de rat avec un mélange de GH et de GH marquée a 1’iode
125 nous a permis de localiser plus précisément la GH dans la mitochondrie (Article III).
L’expérience consistait a incuber les mitochondries avec un mélange de GH native et de GH
marquée a I’iode 125 qui servait de traceur. Cette étape a été suivie par un traitement a la
protéinase K de facon a éliminer tout accrochage non spécifique de I’hormone. Par comptage
des rayonnements y et par autoradiographie aprés migration sur gel de poly-acrylamide des

fractions submitochondriales obtenues par ultracentrifugations, nous avons pu détecter la GH
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intacte de 22 kDa associée a la mitochondrie entiere, puis plus précisément au niveau de
I’espace intermembranaire et de la membrane interne. De plus, la capture de la GH est dose
dépendante et présente une saturation aprés 30 minutes. L’import mitochondrial d’autres
protéines dépourvues de séquence d’adressage mitochondrial a également été rapporté, une
métallothionéine de 14 kDa (Ye et al., 2001) et la Mtfl, un facteur de transcription
mitochondrial (Biswas et Getz, 2002). Cependant, I’import mitochondrial de GH n’explique
pas la présence du GHR a la surface et a I'intérieur de 1’organite in vitro et in vivo (Article II).
Il pourrait alors exister une autre voie d’import mitochondrial : le complexe hormone-
récepteur pourrait tout simplement &tre acheminé a la mitochondrie par les « cavicles »
(Figure 37). De la méme fagon que la cavéoline soluble, la fusion de la membrane des
« cavicles » avec la mitochondrie au niveau des points de contact mitochondriaux permettrait
a la GH, au GHR et a la cavéoline-1 de s’ancrer dans les membranes mitochondriales. Cette
derniére alternative serait également envisageable pour I'import de la porine dans la
membrane externe mitochondriale. Les porines ne nécessitent pas [’expression de
préséquence mitochondriale pour s’insérer dans la membrane de 1’organite (Kleene et al.,
1987) et s’accumulent dans des cavéoles présentent au niveau de la membrane plasmique
(Bathori et al., 1999). La présence du GHR au niveau de la mitochondrie pourrait étre le
résultat d’un adressage direct, dés sa synthése parallélement a son acheminement vers la
membrane plasmique pour lier la GH. L’existence d’une fraction membranaire apparentée a
celle du réticulum endoplasmique, la fraction MAM («Mitochondrial-Associated
Membrane »), serait impliquée dans ce phénomene (Vance, 1990 ; Rusinol et al., 1994). Ce
compartiment particulier joue le rdle d’un pont membranaire reliant le réticulum
endoplasmique a la mitochondrie de fagon a autoriser le transfert de phospholipides et
glycosphingolipides (Ardail et al., 2003) entre les deux organites (Vance, 1990).
L’implication de la fraction MAM a été proposée dans le cadre du trafic des glycoprotéines
synthétisées dans le réticulum endoplasmique ayant pour destination la membrane interne
mitochondriale (Chandra et al., 1998). Le GHR, qui est une glycoprotéine (Cosman et al.,
1990 ; Ilhe ef al., 1995), traduit au niveau du réticulum endoplasmique qui n’est pas destiné a
la membrane plasmique et qui ne présente pas de malformation le destinant a la dégradation
lysosomale, pourrait selon un mécanisme et un controle encore inconnus, étre pris en charge

par la fraction MAM et atteindre la mitochondrie de fagon a lier éventuellement la GH.

La localisation intramitochondriale de la GH (Articles Il et III) n’explique pas son

role dans la fonction de ’organite puisque nous avons démontré I’implication du domaine
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intracellulaire du GHR dans la stimulation de I’activité cytochrome ¢ oxydase (Article III) et
de la boite 1 du GHR dans I’activation de I’activité respiratoire via 1’oxydation du NADH
(Article I). Sa présence au niveau de ’espace intermembranaire et de la membrane interne
mitochondriale nous a donc poussés a étudier son impact sur les différentes activités
enzymatiques de la chaine respiratoire (Article III). Sur les 4 premiers complexes de la
chaine étudiés (Complexes I, II, III et IV), seulement deux d’entre eux ont présenté des
variations en réponse a la GH. L’activité des complexes II et IV a été inhibée de 30% des 5
minutes apres la stimulation et avait tendance a revenir vers une activité normale au bout de
15 minutes apres une stimulation par la GH. Cette inhibition était dépendante de la dose de
GH utilisée pour I’incubation. Par polarographie réalisée sur mitochondries isolées, ’analyse
spécifique du complexe IV a également montré une inhibition de I’activité cytochrome c
oxydase. Ces résultats montrent une régulation directe de la GH au niveau de la chaine
respiratoire en inhibant spécifiquement les complexes II et IV d’une maniere indépendante
du GHR, servant a I’internalisation de la GH, et de la transduction du signal. La GH est
localisée spécifiquement au niveau de 1’espace intermembranaire (Article III). Cette
localisation permettrait a I’espace intermembranaire d’agir en tant que réservoir hormonal en
fonction des besoins mitochondriaux et cellulaires (Figure 37).

L’action directe d’autres hormones a également été observée au niveau de la fonction
mitochondriale. Les hormones thyroidiennes T2 (3,5-diiodothyronine) et T3
(triiodothyronine) ont été identifiées comme des molécules effectrices du métabolisme
énergétique. La T2 découplerait ’oxydation de substrats et la synthése d’ATP en agissant
directement sur le complexe de la cytochrome ¢ oxydase (Goglia et al., 2002) tout comme
nous avons pu le démontrer pour la GH (Article III). La T3 est considérée comme un
régulateur majeur de I’activité mitochondriale. Wrutniak-Cabello et al. (2001) ont mis en
évidence la présence d’un site de liaison mitochondrial pour la T3 au niveau de la membrane
interne : une protéine de 28 kDa, c-Erb Aal. La T3 agirait alors de fagcon directe sur la
fonction mitochondriale en se liant a cette protéine. Plus récemment, 1’interaction physique
du récepteur de la T3 avec une protéine matricielle, mt-RXR, a été rapportée. La formation
d’un complexe dans la matrice afin d’augmenter le taux de transcription mitochondrial a été
suggéré (Casa et al., 2003). En revanche, la T3 peut également opérer par I’intermédiaire
d’une protéine découplante, la protéine UCP3 (« UnCoupling Protein »). Les protéines
découplantes, notamment UCP3 (Boss et al., 1997), sont des protéines mitochondriales dont
la fonction supposée est d’augmenter la dépense énergétique en découplant la consommation

d’oxygene et la synthése d’ATP de facon a générer de la chaleur. Dans le cas de la pathologie
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de déficience humaine en GH, une forte augmentation de I’expression de la protéine UCP3 a
¢été observée au niveau du muscle squelettique suite a un traitement par la GH (Pedersen et
al., 1999). Ces résultats indiquent I’implication des protéines UCP dans les effets de la GH
sur la régulation de la dépense énergétique chez les patients souffrant de cette maladie. Chez
des individus sains (Wolthers et al., 1996), cette méme administration de GH conduisait

¢galement a une augmentation de la dépense énergétique.

Si 'on reconsideére les résultats obtenus en microscopie biphotonique et en
oxygraphie sur les cellules CHO exprimant le GHR dont le résidu phénylalanine 346 est
muté en alanine (CHO-GHRp3464) (Article I), la voie des cavéoles et/ou la cavéoline-1
peuvent jouer un rdle primordial dans I’action directe de la GH sur la fonction
mitochondriale (Article II). En effet, ces cellules présentaient une diminution de ’activité
respiratoire ainsi qu’une diminution de la consommation d’oxygene en réponse a la GH. En
admettant que la GH est acheminée a la mitochondrie par les cavéoles ou accueillie au niveau
de I’organite par la cavéoline-1 soluble, elle irait directement inhiber les complexes II et [V

(Figure 37).

Les cavéoles sont également impliquées dans la régulation de la transduction du
signal (Lisanti et al., 1994 ; Couet et al., 1997 ; Okamoto et al., 1998). Des expériences
morphologiques et biochimiques ont révélé la présence d’une grande variété de molécules
impliquées dans la signalisation intracellulaire telles que la PKC (Oka et al., 1997), les
protéines tyrosine kinases de la famille Src, Ras, eNOS et des protéines G hétérotrimériques
(pour revue, van Deurs ef al., 2003). La cavéoline-1 agirait comme un régulateur négatif de
la signalisation intracellulaire en inhibant par interaction directe les molécules des voies de la
transduction du signal. Ainsi, en addition a son réle d’accompagnement de la GH au niveau
de la membrane interne mitochondriale, la cavéoline-1 pourrait, au niveau des cavéoles de la
membrane plasmique interagir avec les molécules impliquées dans la signalisation
intracellulaire de la GH en les inhibant et en régulant de ce fait négativement I’activité
respiratoire mitochondriale. Cependant, les résultats obtenus en oxygraphie sur des cellules
CHO-GHR 433 nous ont montré que lorsque la voie des cavéoles est bloquée, la GH est
incapable d’induire une stimulation de la consommation d’oxygene (Article II). Ceci indique
que contrairement a ce qui a été¢ démontré pour la régulation de la transduction du signal par
la cavéole et/ou la cavéoline-1, cette entité régule positivement la voie conduisant a la

stimulation respiratoire cellulaire (Figure 37). L’étude menée par Lobie et al. (1999) sur les
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cellules CHO transfectées transitoirement avec I’ADNc codant pour la cavéoline-1 montre
une activation de la transcription induite par les protéines STAT-1, -3 et -5 impliquées dans
la transduction du signal. La GH pourrait alors influer sur le mécanisme d’apoptose via la
voie des cavéoles par I’intermédiaire des molécules de signalisation telles que STAT-5. Les
protéines STAT, par leur position centrale qu’elles occupent dans la voie de transduction du
signal, jouent un role important dans I’activation du cycle cellulaire et dans I’inhibition de
I’apoptose conduisant a la progression tumorale (Calo er al., 2003). L’implication des
cavéoles dans la progression tumorale est de plus en plus admise, mais étant donnée la
grande variété de fonctions cellulaires affectées par les cavéoles, I'effet exercé dans la
progression tumorale serait sous I’influence du contexte cellulaire (pour revue, Carver et
Schnitzer, 2003). L’origine des cancers étant souvent mal connue, et la production de
cavéoline dans les cellules saines mal caractérisée, il est difficile de définir précisément la
régulation positive ou négative de la cavéoline ou des cavéoles dans le processus de
cancérogenese. Les relations entre la GH ou le GHR et la cavéoline-1 pourront peut-étre nous
éclairer davantage sur les mécanismes qui sous-tendent la progression tumorale. Récemment,
une équipe (Biedi et al., 2003) a mis en évidence dans des fibroblastes de type R I’induction
de la phoshorylation de la protéine SHC, du recrutement de Grb2 et de I’activation de la voie
des MAPK par ’'IGF-1 au niveau des cavéoles. En effet, la présence du récepteur de I'lGF-1
a ¢été démontrée au niveau des cavéoles membranaires (Maggi et al., 2002). Il induit
notamment la phosphorylation de la cavéoline-1 au niveau de son résidu Y14. Les effets
mitogéniques de la GH pourraient étre induits selon cette voie intermédiaire, 1’hormone

stimulant la synthése d’IGF-1 au niveau de ses tissus-cibles.
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CONCLUSION

La liaison de la GH a un homodimére de GHR présent au niveau de la surface de ses
cellules-cibles induit deux phénomenes : la transduction du signal et I’internalisation du
complexe GH-GHR, au niveau des compartiments intracellulaires tels que le lysosome,
I’appareil de Golgi, le noyau et la mitochondrie. Ces deux mécanismes sont indépendants
I’'un de l'autre au moment de leur initiation, en revanche, une fois leur mise en place
effectuée, ils peuvent interagir de fagon a se réguler I'un I’autre. Les travaux que nous avons
réalisés sur le mod¢le animal, les cellules entiéres ou encore sur les mitochondries isolées
nous ont permis d’ajouter quelques arguments nécessaires a la compréhension du mécanisme
d’action de la GH par I’internalisation sur la fonction mitochondriale.

Si sur cellules entiéres le domaine intracellulaire du GHR et plus particuliérement la
boite 1 est responsable de la stimulation de la respiration via une augmentation de
I’oxydation du NADH au niveau du complexe I de la chaine respiratoire, cette action semble
étre régulée positivement par ’internalisation du complexe hormone-récepteur selon la voie
des vésicules recouvertes de clathrine ou la voie des cavéoles. Au niveau du foie et de
mitochondries isolées, nous avons indiqué I’adressage de la GH et du GHR a la mitochondrie
par la voie des cavéoles et/ou par la cavéoline-1 sous sa forme soluble. Chez le rat et sur
mitochondries isolées, nous avons démontré une capture spécifique de la GH par la
mitochondrie. Sa localisation au niveau de la membrane interne mitochondriale lui
permettrait d’inhiber directement les complexes II et IV de la chaine respiratoire.

Ces résultats nous autorisent a émettre I’hypothese selon laquelle, suite a I’initiation
de la signalisation intracellulaire et a I’internalisation du complexe hormone-récepteur des
interactions constantes entre ces deux événements sont mises en place de facon a intégrer le
role de la GH dans la fonction cellulaire par une action stimulatrice directe et une régulation
négative, ou positive comme nous 1’avons montré pour les effets respiratoires a la suite de

I’internalisation par la voie des cavéoles.
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PERSPECTIVES

L’internalisation du complexe GH-GHR; par les vésicules recouvertes de clathrine a
été étudiée ces dernicres années d’une maniere treés approfondie, ce qui a permis de mettre en
¢vidence la dépendance du processus vis-a-vis du systéme ubiquitine-protéasome et de
différentes régions du domaine intracellulaire du GHR. En revanche, I’internalisation de ce
méme complexe par la voie des cavéoles n’a été que peu abordée depuis la découverte de ces
structures dans les années 50.

Une des questions laissées en suspend par notre étude est la raison réelle du transport
de la GH par les cavéoles :

- les cellules CHO-GHRp3464 présentent une internalisation perturbée. Nous pourrions
affiner nos investigations en travaillant sur ce type cellulaire en bloquant la voie des
cavéoles afin de déterminer si le faible taux d’internalisation observé jusqu’a 60 minutes
correspond a I’internalisation par la voie des cavéoles ;

- il serait également intéressant d’induire la surexpression de la cavéoline-1 par des
cellules exprimant le GHR et d’analyser I’internalisation de la GH et de son récepteur.

Aussi, nous supposons cette voie responsable de I’acheminement de la GH et du GHR
au noyau. Pour cela des doubles marquages de la GH et du GHR avec la cavéoline-1 et des
sous-unités constituant le pore nucléaire pourraient nous éclairer davantage sur la prise en

charge du complexe GH-GHR; par les cavéoles.

Les cavéoles sont de plus en plus considérées non pas pour leur habilité a internaliser
des molécules et solutés, mais davantage pour leur role joué en tant que plate-forme de la
mise en place de la transduction du signal. La cavéoline-1, qui représente le pilier
architectural des cavéoles, interagit par I’intermédiaire de son domaine CSD avec plusieurs
molécules impliquées dans la signalisation intracellulaire telles que la PKC, Ras, eNOS. Ceci
nous propose I’intervention de la cavéoline-1 dans la signalisation de la GH. Nous pourrions
étudier :

- les interactions possibles entre la cavéoline-1 et les molécules impliquées dans les
différentes voies de la transduction du signal induite par la GH telles que la protéine Jak2,
les protéines STAT, la protéine SHC ou encore par les composants des complexes
multiprotéiques (e. g. c-cbl, Crkll, ou p130Cas). L’implication de la protéine SHC a déja

¢été¢ démontrée dans le cadre d’une stimulation par 'IGF-1. I serait intéressant d’étudier
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I’impact de I’inhibition spécifique de 1’expression de la cavéoline-1 au niveau de cultures
cellulaires sur les génes-cibles de la GH ;
- le role joué par la cavéoline-1 dans la régulation des phosphorylations dans la

signalisation si cette protéine est réellement impliquée.

Nous avons pu mettre en évidence dans cette étude des interactions entre le
mécanisme d’internalisation et la transduction de signal contrdlant I’activité respiratoire
globale induite par la GH. En effet, cette action de la GH semble étre induite par la boite 1 du
GHR et serait régulée positivement par I’internalisation selon les vésicules a clathrine.
Cependant, nous n’avons pas identifi¢ la ou les voies impliquées dans cette régulation. La
caractérisation de cette signalisation pourrait étre possible en inhibant la protéine Jak2 puis
les molécules impliquées dans les voies des STAT, des MAPK et de la PI-3 kinase. De cette
facon, il serait possible d’identifier la voie responsable de la stimulation de l’activité
respiratoire.

En collaboration avec I’équipe du Pr C. Godinot (UMR-CNRS 5534, Centre de
Génétique Moléculaire et Cellulaire. Universit¢ Claude Bernard-Lyon 1) dans le cadre du
projet Emergence élaboré en 2002, une étude sera réalisée ex vivo en testant ’effet de la GH
sur le taux d’ADN mitochondrial des cellules BRL transfectées avec I’ADNc du GHR, afin
de déterminer le role de la GH sur la transcription du génome mitochondrial. Une autre voie
d’étude est I’identification des génes mitochondriaux régulés par la GH permettant de mieux
comprendre la régulation de la biogenése des mitochondries. Les résultats obtenus au cours
de ces ¢études complémentaires permettront de déterminer le role de 1’adressage
mitochondrial en tant que facteur de spécificité d’activation cellulaire, clarifiant ainsi la voie

de transduction du signal de la GH.

Nous venons de montrer pour la premiere fois I’association physique d’un ligand
peptidique, en l’occurrence une hormone peptidique, a la mitochondrie qui permet de
moduler directement ’activité métabolique mitochondriale. En effet, les mécanismes qui
gouvernent I’assemblage et la régulation de l'expression des sous-unités des complexes de la
chaine respiratoire sont encore mal connus. Une dérégulation de ces mécanismes peut étre
associée chez I'homme a l'apparition de pathologies mitochondriales de type neuromusculaire,
au développement de certains types de cancer ou au vieillissement. Ces maladies peuvent

provenir de mutations de protéines codées par ' ADN mitochondrial qui engendrent un défaut
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d'assemblage des complexes contenant ces protéines. Nous pourrions utiliser les capacités de
cette hormone a cibler ce compartiment dans une optique thérapeutique.

L’action directe de la GH sur la fonction mitochondriale souléve la question de la
fonction intracrine de I’hormone. La présence du GHR au niveau de la membrane plasmique
des cellules somatotropes (Mertani et al., 1995 ; Mertani et Morel, 1995) suggere une action
autocrine de la GH. L’hormone étant captée par les cellules qui la synthétisent agirait de
facon a induire ses effets pléiotropes, mais également au niveau de la mitochondrie afin de

réguler la fonction de cet organite.
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