Prolactine (PRL) et hormone de croissance (GH) :
modes d'action moléculaires, fonctions biologiques,
pathologies associées et nouvelles strategies thérapeutiques

Vincent GOFFIN, PhD

INSERM, Unité 845

Centre de Recherche CROISSANCE et SIGNALISATION

Faculté de Médecine Necker, Paris
goffin@necker.fr

ignalisation 10 Avril 2008



Clonage des premiers ADNc de cytokines hématopoiéetiques

‘ CNTF
‘ @ ‘

= Similarités de sequence / fonction : aucune (globale)
= Points communs : structure 3D

recepteurs

mecanismes d'action moléculaires
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La GH, hormone pionniere

GH GHR
1979 1982 1987 1992 2003
— — 1¢r¢ antagoniste
1¢re clonage 1¢re clonage thérapeutique
cytokine récepteur
cytokine
(avec EpoR, IL-2R) —
v 1¢¢ structure 3D
1€ souris Complexe
transgénique cytokine-récepteur
fonctionnelle ! (hGH - hGHR)
(Tg rGH, géante) 1¢e structure
3D cytokine
(GH procine)




Structure 3D des protéines PRL/GH/PL

- Structure = signature des cytokines hématopoiétiques

- Modifications post-traductionnelles de la PRL.:

» Glycosylation, phosphorylation, aggrégation, protéeolyse
» Modifie les propriétés biologiques
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1990 : Superfamille des récepteurs de cytokines hématopoiétiques

CLASSE 1 Bmad®

GHR
EPOR
TPOR
ILs-R
GM-CSFR
G-CSFR
LIFR
CNTFR
CT-1R
OBR
OSMR
IL-2RB, v
gp130

Bc

CLASSE 2 Balal\
lIs-R
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Prolactine (PRL)

Hormone de croissance (GH pour Growth Hormone)
Erythropoietine (EPO)

Thrombopoiétine (TPO)

Interleukines (IL-2 a-7, -9, -11, -12, -13, -15, -21, -23, -27)
Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF)
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF)

Leukemia Inhibitory Factor (LIF)
Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF)
Cardiotrophine-1 (CT-1)

Leptine (OB pour Obesity factor)
Oncostatine M (OSM ou OM)
Chaine B ety du récepteur IL-2
Glycoprotéine de P.M. 130 kDa
Chaine  commune

Interferons (o, B, y, @ )
Interleukines (IL-10, -19, -20, -22, -24, -26, -28, -



Prototype du récepteur de cytokine hematopoiéetique de classe |

Boite 1

3 motifs tres conserves :

> 2 paires de cystéines (pont disulfure)

> Motif WS : Trp - Ser - X - Trp - Ser

Boite 1 : Région riche en prolines



Structure 3D du domaine extracellulaire

PRLR et GHR

PRLR GHR -7

D1
— extracellulaire
‘ intracellulaire \\\\\ \ N
Fararsanas ¢

Site d’interaction
avec le ligand
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Isoformes des récepteurs PRL/GH
e

» Gene unique pour chaque récepteur

» Epissage alternatif - codon STOP prématuré

longues intermédiaires Courtes Solubles
toutes les activités

> activité partielle/nulle

* Aucune activité

e Interférence avec
- Pl les ligands (?)
L anat - -

« T demi-vie ligands
Inserm
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Biodisponibilité du GHR

Expression
- Majorité des tissus / types cellulaires
- Regulation de la transcription
(GH, stéroides, insuline, état nutrionnel, diabete...)

extracellulaire
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intracellulaire Endocytose - Dégradation

- Constitutive (GH-indépendante) + GH-dépendante
UbE : Ubiquitin-dependent endocytosis
020 Di-leucine : Ubiquitin-independent endocytosis

L'endocytose / dégradation régule la
sensibilité des cellules a la GH

Shedding - GHBP
- Protéolyse partielle du GHR membranaire
- (INF aplha converting gnzyme) — Adam17
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Spécificités de liaison des protéines de la famille PRL/GH/PL

PRLR et GHR : - | Meécanismes | PRL, GH, PL :
2 x 7 brins B Trés semblables & 4 hélices o

Spécificité de liaison aux récepteurs
déterminée par quelques acides aminés cles

hGH hPL hPRL
Récepteur GH + - -
Récepteur PRL + + +
S— e’
——

3 ligands potentiels du PRLR
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Mécanisme moléculaire d’activation du GHR
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Le GHR activé est un homodimere

Inserm De Vos et al, Science, 1992



Meéecanisme moléculaire d’activation des recepteurs PRL et GH

Dimeérisation
du récepteur

hGH: 2 sites
d’interaction
- site 1
- Site 2

De Vos et al, 1992

cellule




Mecanisme moléculaire d’activation des recepteurs PRL et GH

Modele 1 : Dimérisation séquentielle du récepteur (1992)

complexel:1 complexel: 2

inactif actif
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Mecanisme moléculaire d’activation des recepteurs PRL et GH

Modele 2 : Récepteur pré-dimerisé (2005)

Changement conformationnel
(rotation,..?)
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GHR : pré-dimeérisé (arguments)

PRLR : pré-dimérisé (?7?77?)




Transmission du signal par le GHR

N

Genes cibles

l

Activités biologiques

Jnserm D'apres Carter-Su, 2006 et Rosenfeld, 2007



Les JAK kinases

Activité enzymatique . tyrosine kinase

Clonage : 1991-1992

(PCR homologue, hybridation faible stringence)

4 membres . JAK1, JAK2, JAK3, Tyk2

Nom . Just Another Kinase

Localisation subcellulaire : cytoplasmique (+ nucléaire si active?)

Distribution cellulaire . JAK1 JAK2 ¢t Tyk 2 > ubiquistes
JAK3 — cellules hématopoiétiques
PRL et GH et endothéliales

Inserm
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Les STATS
e

Fonction . Facteurs de transcription
Nom . Signal Transducer and Activator of Transcription
Taille . £ 750-850 a.a. (90-95 kDa)

Localisation subcellulaire : Cytoplasmique (inactive)

Nucléaire (activee)

7 membres (genes) : STAT 1, 2,3,4,5A,5B 6

PRL et GH

Inserm
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Activation de la voie JAK / STAT

Phosphorylation
de JAK?2
= activation

1. Re
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3. Transphosphorylation
(tyrosines)
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Activation de la voie JAK / STAT (suite)

Récepteurs phosphorylés sur tyrosine

4. JAKZ active Sites d’ancrage pour des domaines SH2

des protéines STAT
5. Phosphorylation

\.' du récepteur 000000000 000000000000 O0CO
(tyrosines) R SR LR NN RL LR LRL LR LT LR

o i ]
et | iy




Activation de la voie JAK / STAT (suite)

5. Récepteur phosphorylé
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6. Liaison des STATs (SH2)

S

7. Phosphorylation des
STATs

v}

le’?

0

Substrats voie JAK/STAT:

Récepteur
JAK?2 >
STAT P

Phosphorylés
sur Tyrosine




Cascades impliquées dans la croissance

MAPK, Jak?2

(+Stat3, PI3K, internalization)

-

9

Activation MAPK

Croissance corporelle

Inserm



Cascades impliquées dans la croissance

La cascade
GHR / Jak2 / Stat5b
Induit la transcription du
gene igf-1
(insulin-like growth factor 1)

Croissance




Fonctions de la PRL

[ Reproduction, lactation

Croissance, morphogenese

- 0S, tissus mous Croissance, morphogeneéese

hypophyse ] _
> Métabolisme

Métabolisme GH =1=1 <

- lipolytique (adipocytes) Balance eau - électrolytes

-1 protéique (muscle, foie) ) . ‘

Comportement

\_ Immunomodulation

Nombreuses fonctions biologiques
\)

Récepteurs exprimés dans de tres nombreux tissus
® U584




Pathologies associées a la GH et la PRL

GH PRL
Exces : Acromeégalie Exces : Hyperprolactinémie
« Adenome a GH (somatotropes) « Adéenome a PRL (lactotropes)
Déficit : Nanisme Déficit : ?
e Mutations GHR ou GH . de maladie génétique connue

Inserm
® uUs4s




Résistance a la GH : mutations du GHR (syndrome de Laron)

1966 : Dr Z. Laron Nombreuses mutations GHR différentes :

» [GH] éelevée, [IGF-1] bas

e Déficience liée au GHR Extracellulaire
liaison
dimérisation

Intracellulaire

signalisation

cC—C
cC—C

WS

Boite 1




Résistance a la GH : mutations du GHR (syndrome de Laron)

1966 : Dr Z. Laron
* [GH] éleveée, [IGF-1] bas

e Déficience liée au GHR

Q Tercica

Medical Professionals

Product
Increlex™ (mecasermin [FDNA origin] injection)

Increlex™ (mecasermin [rOMNA origin] injection) is approved in the United States
for the long-term treatment of growth failure in children with severe primary IGF-
1 deficiency (Primary IGFD) or with growth hormone (GH) gene deletion who
have developed neutralizing antibodies to growth hormone,




Résistance ala GH : mécanismes post-GHR

GHR Extracellulaire
(Laron) Intracellulaire

IGFBPs

(IGF-1R, IGFBP, ALS)

Croissance

D'apres Rosenfeld, 2004



Mutations de Statbb

6 Patients : 5 @ (3-16 ans) ; 1 & (31 ans) — mutations homozygotes

Comme les Laron ...
 Petite taille (- 5,6 a 9,9 DS)
¢ IGF-1: {4
« GH : normaleou T

Sauf ...

* GHR non mute!

« PRL T (=rble de Stat5b dans régulation géne PRL)

» Multiples déficits immunitaires : infections pulmonaires, pneumonies, ...
(= Stat5B impligué dans la signhalisation de nombreuses cytokines)

Rosenfeld, NEJM 2003, JCEM 2004, 2005, 2006; TEM 2007



Pathologies associées a la GH et la PRL

GH PRL
Excés : Acromegalie Excés : Hyperprolactinemie
Adénome a GH (somatotropes) Adénome a PRL (lactotropes)
T Mortalité T Morbidité

- Problemes de fertilite
- Maux de téte

- Troubles de |la vision
- etc.

- Risques cadiovasculaires
- Cancers (?)

T Morbidité
- Maux de téte
- Troubles de la vision Cancers (?)

- "Gonflement tissus”, etc.
® U584
GH« @& PRL




Adénomes a GH ou PRL : approches thérapeutiques

— Inhiber la synthese d’hormone

* PRL : agonistes dopamine
* GH : agonistes somatostatine

e Chirurgie (ablation de la tumeur)

— Inhiber la fonction de I'hormone

Antagonistes :

GH : Pegvisomant

PRL : en cours au labo...
Inserm




Développement d'antagonistes du GHR (Pegvisomant)

Inserm



De |I'antagoniste hGH-G120R au Pegvisomant (Somavert)

~ PEGylation I
T taille

\A immunogénicité Proprietes
antagonistes

Mutation 61205\

Specificitée
pour GHR

/ 8 mutations \

T affinité pour GHR
 affinité pour PRLR

/4 ’ ]
Jomain . Domain 11
/ \ ~ \ )
AN /)

I n S er m 7 Disulfide bonds
® U584

- 'ﬁ,’“a\ " ! dimérisation du GHR
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De |'antagoniste hGH-G120R au Pegvisomant (Somavert)

Drugs Approved by the FDA

Drug Name: Somavert (pegvisomant)

The following information is ohtained from various newswires, published
medical journal aticles, and medical conference presentations.

Description of
Medical Areas Company; Pharmacia
Approval Status: Approved March 2003
Ahout the FDA Treatment for: Acromedaly
Approved
Listings

General Information

Saomavert is the first in a new class of medicines called growth hormane
receptar antaganists and the anly medicine designed to specifically block
the effects of excess growth hormaone in acromegaly.

Somavert (pegrvisomant), an analog of human growth hormaone, is an
injectable medication that has been structurally altered to act as a growth
harmaone (GH) receptar antaganist. Over production of growth hormone
[eads to abnarmally high insulin-like grosth factors (GE-0, which then
cause acromedaly like symptams.

Somavert is indicated far the treatment of acramedaly in patients who have
had an inadeaguate response to surgery andfar radiation theraoy andfar




Taux de GH chez les patients traités

e & month 12 manth 18 month
(=
1000 cofsart cohot
in=131) (=50 (N=39)

— p— -
750+ §

oM

diminution rétro-controle negatif de I'lGF-1

Question :
Evolution de la tumeur hypophysaire sous Pegvisomant?




GH autocrine et cancer
L

* La GH systémique exerce des actions pro-tumorales (sein, colon,...)

e Synthese extrahypophysaire de hGH
- Divers tissus, dont glande mammaire

- Agit localement (non mesurable)

Message : GH autocrine # GH systémique

Exactement la méme protéine, mais...

- REGULATION inconnue = pas de "drogue" type somatostatine
- MECANISMES d'actions spécifiques

- ACTIONS BIOLOGIQUES (partiellement) differentes

Inserm



PRL, GH et cytokines : conclusions

Aspects moléculaires

 ligands :
Similarités structurales / fonctionnelles (4 hélices alpha)
PRL et GH: induisent homodimérisation des recepteurs —» antagonistes

* Récepteurs :
Similarités structurales / fonctionnelles (2 feuillets béta)
Activent de multiples voies de signalisation (JAK/STAT, MAPK, Src, ...)
PRLR et GHR : large distribution, beaucoup de tissus-cibles

Fonctions biologiques

* GH : croissance, métabolisme
 PRL : lactation, reproduction (indispensable), comportement, metabolisme, etc.

Pathologies

» Génétique : GH — ligand ou récepteur ; PRL — aucune connue a ce jour
« Adénomes hypophysaires : acromeégalie, hyperprolactinémie
s Autres : tumeurs mammaires, prostatiques, etc (?)

Inserm
® us84
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