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>La prolactine, du fait de ses origines, ses actions
et ses formes moléculaires, a été qualifiée d’hor-
mone ubiquitaire et pléiotrope. En effet, si elle
est essentiellement d’origine hypophysaire, elle
est aussi produite par plusieurs tissus chez les
mammiferes. €lle est impliquée dans plus de
300 activités biologiques dont la reproduction, le
développement, I'immunité, le comportement. La
prolactine est aussi décrite sous de nombreuses
formes moléculaires résultant de modifications
co- ou post-traductionnelles et de clivages enzy-
matiques. La forme de 16 kDa, produit du clivage
dela prolactine 23 kDa, a retenu particulierement
I’attention du fait de son effet inhibiteur de
I’angiogenese. Des travaux récents ont suggéré
un role des enzymes tissulaires (rétine, muscle
cardiaque, tissu mammaire) dans la production
de cette forme. Le clivage conduisant a la pro-
duction de la prolactine 16 kDa pourrait avoir
lieu a Pextérieur des cellules, dans le milieu
interstitiel et donc a proximité des capillaires
sanguins et étre spécifique des tissus concernés.
Connaftre les sites cellulaires exacts de clivage
de la prolactine et la régulation de cette activité
enzymatique est essentiel pour mieux comprendre
pourquoi, dans certaines pathologies, la pro-
duction de cette forme anti-angiogénique est
perturbée. <

La prolactine (PRL), dont la forme hypophysaire a été
décrite des les années 1930, est une hormone connue
«mais qui n’est, chaque fois, ni tout a fait la méme ni
tout a fait une autre» du fait de ses variants struc-
turaux connus (formes phosphorylées, glycosylées,
désaminées, sulfatées, polymérisées, clivées) [1]. Outre
I’hypophyse, de trés nombreux tissus de mammiferes
sont capables de la synthétiser [2]. Cette hormone,
tout d’abord associée a la lactation, exerce plus de
300 fonctions dans le regne animal ; citons la reproduc-
tion, I'immunité, 'osmorégulation et le comportement
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du fait de son rdle dans I’inhibition de I’angiogenese [4]. Dans cet arti-
cle, aprés une bréve présentation de la localisation et des mécanismes
d’action des formes 23 kDa et 16 kDa de la PRL chez les mammiféres,
nous discuterons les données récentes concernant la régulation de la
formation de la PRL 16K et les roles possibles des deux formes dans
des pathologies telles que certains cancers, les cardiomyopathies, les
rétinopathies.

PRL 23 kDa et 16K dans les tissus de mammiféres

Localisation

U'hypophyse antérieure est le principal site de production de la PRL [3],
qui est aussi exprimée dans I’hypothalamus, les noyaux pré-optiques,
paraventriculaires, périventriculaires et arqués [5] (Figure 1). Des
formes clivées, PRL 14 kDa et 16K, ont été détectées dans les granules
sécrétoires de I’adénohypophyse [6]. Chez ’homme et plusieurs mammi-
feres, les ARNm et la PRL elle-méme sont aussi exprimés dans la glande
mammaire et dans le lait, ou coexistent diverses formes moléculaires de
la PRL (14, 18, 20, 23, 25 kDa) [7, 8]. La forme 16K n’a jamais été décrite
dans les cellules mammaires ni dans le lait, mais elle est retrouvée dans
les milieux conditionnés de tissu mammaire en culture [9]. De méme,
les cellules endothéliales du corps jaune et les cellules de type granu-
losa ont des récepteurs de la PRL et peuvent synthétiser I’hormone. Les
extraits de corps jaune sont aussi capables de cliver la PRL et de libérer
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Figure 1. Représentation schématique de la
présence de diverses formes de la PRL dans
quelques exemples de tissus et de milieux

extracellulaires. ’hypophyse est la principale
Glande
mammaire

source de PRL sanguine de 23 kDa, transportée
par la circulation vers les différents tissus
cibles (fleches noires). Cette PRL se lie a ses
récepteurs membranaires présents dans les
tissus représentés sur le schéma. L'expression
du gene de la PRL et, pour certains tissus,
la synthése de la PRL elle-méme, ont été
mises en évidence. Cette PRL, sous une forme
moléculaire mal connue (23 kDa ?), pourrait

étre libérée et agir d’une maniére paracrine

Tissu
adipeux

ou autocrine (fléches rouges pointillées) sur
le tissu qui la fabrique. Un certain nombre de
tissus peuvent libérer des enzymes protéolyti-
ques dans le milieu interstitiel (cathepsine D,

métalloprotéinases, etc.). Ces enzymes sont

susceptibles de cliver la PRL sanguine 23 kDa (fléches noires) pour produire une forme 16K de la PRL dans des milieux provenant de tissus normaux

(fléches vertes) ou de tissus présentant une pathologie (fléches vertes pointillées).

la forme 16K [10]. Dans le tissu adipeux humain, pré-adipocytes et adi-
pocytes différenciés expriment des récepteurs, fixent la PRL et sont aussi
des sites de syntheése et de sécrétion de PRL endogene [11].

Le placenta et les structures annexes de "utérus de plusieurs especes
[12], la prostate [13], les chondrocytes [14], plusieurs types de cel-
lules du systéme immunitaire [15], des cellules du myocarde [16], les
glandes lacrymales [17], la rétine [18], fixent la PRL et la produisent.
La présence de PRL 16K a été signalée dans les chondrocytes [14].
Quelques-uns des principaux roles actuellement décrits de ces formes
de PRL sont indiqués dans le Tableau /.

Mécanismes d’action de la prolactine 23 kDa

et de la prolactine 16K

La signalisation en aval du récepteur de la PRL met en jeu la voie
JAK/STAT. Celle-ci agit sur les régions promotrices de genes cibles, les
génes codant pour des protéines du lait par exemple (Figure 2A-C), ou
contrdle les activités de prolifération et de croissance (Figure 2€) [2].
Dans la glande mammaire, les effets de la PRL sur le transport des pro-
téines sécrétées par les cellules épithéliales mammaires [19] mettent
en jeu I'activation d’une cascade d’activation de la phospholipase A2
et la libération d’acide arachidonique [20] (Figure 2C).

Les mécanismes d’action de la forme 16K sont différents. Aucun récep-
teur des produits de clivage de la PRL (vaso-inhibines), dont la PRL 16K,
n'a été identifié. Cependant, des sites de liaison de haute affinité sur les
cellules endothéliales interviennent dans les effets bloquants des vaso-
inhibines sur les actions de facteurs angiogéniques, le VEGF (vascular
endothelial growth factor), le FGF (fibroblast growth factor) et I’in-
terleukine-1B (IL-1B) [41]. Ces vaso-inhibines inhibent la prolifération
des cellules endothéliales en inhibant I’activation de la voie MAPK induite
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par les facteurs angiogéniques [21], et ce par P’intermé-
diaire du blocage de I'activation des voies Grb2/Sos et
Ras [22]. La PRL humaine 16K induit aussi I'apoptose
par un mécanisme qui nécessite 'activation du facteur
nucléaire kB (NF-kB) [23]. Dans la rétine, les produits
de clivage de la PRL inactivent eNOS (endothelial nitric
oxide synthase) par I'intermédiaire d’une inactivation
de la phosphatase 2A et il a été suggéré qu’ils inhibent
ainsi I’activation de la production de NO (nitric oxide)
induite par le VEGF [24]. La PRL 16K pourrait exercer des
effets anti-angiogénique, vasorelaxant et inhibiteur de la
migration sur les cellules endothéliales [25, 26].

Transport intracellulaire de la PRL

Le transport de I’hormone vers le lysosome prédomine
dans les types cellulaires non différenciés ou apres
transformation tumorale et dans les lignées cellulaires,
par exemple les cellules mammaires indifférenciées
(Figure 2B, F). Au contraire, une transcytose de I’hor-
mone a travers les cellules de plusieurs épithéliums
polarisés et sécrétoires met en jeu une voie de transport
vésiculaire qui inclut les vésicules sécrétoires dans les
épithéliums mammaires (Figure 2D) et des vésicules
marquées par rab4 et rabb, puis des vésicules de sécré-
tion marquées par rab3 dans des cultures d’acinus de
glandes lacrymales de lapin [27]. Dans les épithéliums
mammaires et lacrymaux, la PRL est transportée sous
sa forme intacte de la base a I'apex de la cellule puis
sécrétée dans la lumiére des acinus [19, 27].



Organe PRL impliquée Action Références
Glande mammaire

PRL hypophysaire 23 kDa Contrdle de I'expression des genes impliqués dans la lactogenése [3,19]
et des genes des protéines du lait

Régulation de la sécrétion des constituants du lait w
w
PRL endogene 23 kDa Prolifération de I’épithélium mammaire et cancérogeneése ? [2] g
w
Fragment 16 kDa Activité anti-angiogénique, stimulation de "apoptose ? o
Corps jaune
PRL hypophysaire 23 kDa Lutéinisation [10] @
Tissu adipeux o
O
PRL hypophysaire 23 kDa Adipogenése, lipolyse [11] T
ou PRL endogéne 23 kDa =
wv
Prostate
PRL hypophysaire 23 kDa Développement et différenciation de la prostate
PRL endogene 23 kDa Pathologie et cancer de la prostate [13]
Fragment 16 kDa Activité antitumorale [35]
Utérus et placenta
PRL hypophysaire 23 kDa Différenciation des cellules utérines [12]
PRL endogene 23 kDa Formation de la membrane déciduale
Chondrocytes
Fragment 16 kDa Activité anti-angiogénique [14]
Tissu immunitaire
PRL hypophysaire 23 kDa Maladies auto-immunes, modulation de la réponse immunitaire [15]
et PRL endogene 23 kDa
Myocarde
Fragment 16 kDa Cardiomyopathie post-partum [38]
Glande lacrymale
PRL hypophysaire Régulation du transport vésiculaire intracellulaire [27]
et PRL endogene 23 kDa
Rétine
Fragment 16 kDa Activité anti-angiogénique, stimulation de la vasoconstriction, [37]
baisse de la vasoperméabilité
Tableau I. Réles connus ou présumés des formes 23 kDa et 16K de la PRL dans quelques tissus de mammiféres.
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Figure 2. Schéma des voies de signalisation et des voies de transport de la PRL dans les cellules épithéliales mammaires. Ces cellules sont repré-
sentées dans trois états : (A, B) cellules indifférenciées ; (C, D) cellules différenciées et sécrétrices ; (€, F) cellules tumorales. Les récepteurs de
la PRL sont présents dans les cellules épithéliales mammaires, dans les trois états représentés. Voies de signalisation (4, C, £). Apreés fixation &
un dimere du récepteur, la PRL active les voies JAK2/STATS, GRB2/SHC/S0S/Ras/RAF/MAPK, dans les cellules mammaires (4, C, &). Les facteurs de
transcription STAT 1,3 peuvent aussi &tre activés par la PRL (A). Dans les cellules tumorales, une voie Src/ERK 1/2/GRB2 est aussi activée (€). Ces
cascades de signalisation contrdlent 'activité de genes impliqués dans la prolifération et la croissance (4, £). Elles sont impliquées aussi dans le
contrdle de I’expression des génes de synthése des constituants du lait (). Dans les cellules mammaires hautement différenciées et sécrétoires,
la PRL active une voie de signalisation impliquant 'activité de la phospholipase A, (PLA,) et la libération d’acide arachidonique. 'acide ara-
chidonique est un acteur important dans le contrdle de Iexocytose responsable de la sécrétion des constituants du lait (C). Transport de la PRL
(B, D, F). La PRL, aprés fixation a son récepteur, est internalisée dans des endosomes. Selon I’état physiologique ou pathologique de la cellule, le
trafic intracellulaire de la PRL est différent. Ainsi, dans les cellules indifférenciées (B) et dans les cellules tumorales (F), la PRL et son récepteur
sont essentiellement transportés vers les lysosomes ol ils subissent les effets des enzymes lysosomiales. Le devenir des différents constituants
est mal connu. €n revanche, dans les cellules mammaires hautement différenciées et sécrétoires (D), la PRL, aprés son endocytose dans les endo-
somes, est transportée dans des endosomes tardifs puis dans les vésicules de sécrétion, par des mécanismes nécessitant I'intégrité de I'appareil
de Golgi. Une partie de la PRL, sous la forme moléculaire native intacte et biologiquement active, est libérée dans la lumiere des acinus et dans
le lait, par exocytose des vésicules de sécrétion. Ce mécanisme est contr6lé par I'acide arachidonique dont la libération dépend de I'effet de la
PRL elle-méme. Enfin, sous I’effet sécrétagogue de la PRL, la cathepsine D (CD) est libérée a la base de la cellule épithéliale mammaire sous sa

forme mature et active (simple chaine) ol elle peut rencontrer et cliver la PRL sérique, pour donner la PRL 16K. Dans les cellules tumorales, non
polarisées, la pro-CD, protéolytiquement inactive, est libérée dans le milieu extracellulaire (F).

La formation de la PRL 16K

plusieurs protéinases: les métalloprotéinases de la
matrice extracellulaire (MMP) actives a pH neutre dans
le milieu interstitiel [14], la bone morphogenic protein 1
(BMP-1) qui est une forme dérivée de la procollagen C
proteinase [28] et la cathepsine D (CD) [29]. La CD, une

La PRL 23 kDa peut étre clivée dans la région amino-terminale pour
donner des formes anti-angiogéniques de masse moléculaire de 14 a
18 kDa incluant la PRL 16K, les vaso-inhibines, qui sont générées par
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protéinase aspartique lysosomiale, est catalytiquement active a pH
acide (pH <5,5). Il a été longtemps admis que le clivage de la PRL avait
lieu uniqguement dans les lysosomes au pH acide (pH <5,5). Toutefois,
des données récentes suggerent que le clivage de la PRL par la CD peut
avoir lieu & I'extérieur des cellules [9, 30]. Ceci souléve la question de
la valeur de pH a laquelle la CD peut exercer une activité protéolytique
dans le milieu interstitiel. Des conditions locales de micro-acidification
dépendante de pompes a protons pourraient faciliter I'activité des pro-
téases [30]. Ainsi, les milieux conditionnés de tissu mammaire de rate
en lactation sont capables de cliver la PRL de rat a pH 7 et ce clivage
nécessite la présence de CD active dans le milieu [9], ce qui n’est pas
le cas pour la PRL humaine [29]. Chez la souris, un clivage partiel de la
PRL est observé dans des milieux conditionnés de rein a pH neutre [30].
Un tel mécanisme pourrait étre lié a une libération de la CD par des
endosomes fusionnant avec la membrane basale des cellules [31].

La régulation de la libération des protéinases qui génerent les vaso-
inhibines constitue une étape-clé dans le processus de clivage. Les
MMP sont produites par les chondrocytes et leur activité est accrue
dans les cas d’ostéo-arthrite [14]. La BMP-1 est exprimée en grande
quantité dans les endothéliums des vaisseaux associés a des tumeurs
[28]. La CD est libérée dans les milieux de culture de lignées de cellules
mammaires normales et tumorales sous une forme protéolytiquement
inactive [32]. €n revanche, dans les cellules mammaires polarisées, la
PRL 23 kDa stimule la sécrétion de la forme mature simple de la chalne
active de la CD, vers le milieu extracellulaire basal, exergant ainsi un
contrdle sur la sécrétion de I’enzyme susceptible de la cliver [9, 31].

Les pathologies liées a la PRL et a sa forme 16K

Les régulations de la quantité de récepteurs de la PRL et de leur
activité de modulation des signalisations intracellulaires, ainsi que
de la PRL endogene, pourraient étre des facteurs de progression des
tumeurs mammaires et prostatiques [2, 33, 34]. Des effets combinés
des formes PRL 23 kDa et 16K, cette derniére pouvant avoir une acti-
vité antitumorale, ont été envisagés dans la croissance de tumeurs de
la prostate [35].

La régulation de 'angiogenese est un parametre important dans de
nombreuses pathologies. La forme 23 kDa de la PRL favoriserait I’an-
giogenese et le tonus vasculaire, alors que la forme clivée 16K exerce-
rait un effet anti-angiogénique [36]. Les rétinopathies vasoproliféra-
tives (rétinopathie de la prématurité, rétinopathies liées au diabéte et
dégénérescence maculaire liée a I'dge) sont associées a une proliféra-
tion de vaisseaux sanguins de la rétine. La PRL d’origine circulante et
endogene, I'enzyme qui clive la PRL et la PRL 16K sont présentes dans
les fluides oculaires chez ’homme et dans la rétine chez le rat. L'inac-
tivation expérimentale (in vitro) de la production de PRL endogéne et
de la formation de ses formes clivées (vaso-inhibines) provoque une
croissance aberrante des vaisseaux sanguins de la rétine [37]. Puisque
les vaso-inhibines agissent in vitro et in vivo en bloquant I’activité de
plusieurs facteurs de prolifération des cellules endothéliales, il a été
suggéré qu’elles pourraient avoir perdu leur pouvoir protecteur dans
des conditions pathologiques.
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Les phases prolifératives du cancer du sein sont asso-
ciées a un développement de la vascularisation. Dans
des conditions physiologiques normales, la vasculari-
sation mammaire se développe au cours de la premiére
moitié de la gestation, puis la prolifération du réseau
vasculaire s’arréte pendant la lactation quand les taux
de PRL circulante sont tres élevés. Dans les tissus mam-
maires pendant la lactation, le clivage de la PRL 23 kDa
dans le milieu extracellulaire du coté basal de I’épithé-
lium mammaire libérerait la PRL 16K a proximité des
capillaires sanguins, assurant ainsi un contrdle anti-
angiogénique pendant cette période [9]. Au cours des
phases prolifératives tumorales, les cellules mammaires
perdent leur polarité et les caractéristiques sécrétoires
permettant cette régulation. La forme pro-CD, qui n'a
pas d’activité protéolytique, et donc ne peut pas cliver
la PRL circulante est produite par les cellules trans-
formées qui ont perdu leur polarité [32]. Cet exemple
souligne le role possible d’un déreglement de la pro-
duction et de la libération extracellulaire de I"enzyme
de clivage sous sa forme active et ses conséquences
sur la production de la PRL 16K et donc sur son activité
anti-angiogénique.

La cardiomyopathie post-partum et les pré-éclampsies
sont associées a une angiogenese insuffisante qui
serait liée a une formation excessive de PRL 16K [38].
Uinvalidation du gene codant un facteur de transcrip-
tion Stat3 (activé par des cytokines incluant la PRL)
spécifiquement dans le muscle cardiaque entraine
chez les souris transgéniques des stress oxydatifs. Ces
stress induisent I"expression de nombreux génes parmi
lesquels celui codant la CD. Cette enzyme libérée clive
la PRL circulante, dont la concentration sanguine est
élevée au stade post-partum, en une forme 16K. Cette
derniere exerce un effet anti-angiogénique sur le
réseau coronarien a 'origine de déficiences cardiaques
au moment ol le muscle cardiaque doit répondre @ un
accroissement de la demande. Il faut noter que dans
les cas de cardiomyopathies post-partum et de pré-
éclampsies, la PRL 16K a été détectée dans le sang ainsi
que dans les fluides amniotiques et I'urine des patientes
[37], alors que sa présence a été rarement mentionnée
dans les sérums et les fluides physiologiques d’individus
normaux [39].

Conclusions et perspectives

La PRL est une protéine aux formes multiples et aux
roles divers. S’il est clair que la forme 23 kDa circulante
agit par I'intermédiaire de récepteurs propres dans un
grand nombre de ses tissus cibles et que la forme 16K
agit plus spécifiquement sur I’endothélium capillaire
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des tissus, le contrdle de la répartition de ces formes dans ces tissus
reste mal connu. La PRL 16K est issue du clivage de la PRL 23 kDa dans
des sites extracellulaires favorisant une proximité entre la PRL 16K
et les capillaires sanguins. Les tissus concernés pourraient controler
directement I’état de la vascularisation en régulant la libération des
enzymes de clivage dans le milieu interstitiel. Dans le cas des cellules
mammaires, la PRL circulante serait de plus I’agent régulateur de cette
libération, exemple remarquable d’une intégration du fonctionnement
d’un tissu sous contrdle hormonal. Les connaissances des mécanismes
précis d’action de ces formes de la PRL, du transport de la PRL cir-
culante vers des fluides physiologiques ou elle est retrouvée intacte,
des interactions possibles au sein des cellules entre la PRL circulante
et la PRL endogéne, sont nécessaires pour pouvoir envisager la mise
au point d’outils thérapeutiques dans des pathologies ou les taux de
PRL sont élevés. Enfin, dans un contexte tumoral ou de vascularisation
insuffisante, des interactions entre d’autres facteurs intervenant sur
I'angiogenése et les formes clivées de la PRL sont a envisager. A plus
long terme, ces connaissances devraient déboucher sur la recherche
d’outils thérapeutiques et de nouvelles stratégies dans les pathologies
liées a des défauts de vascularisation. ¢

SUMMARY

Prolactin and its cleaved 16 kDa fragment

Prolactin, owing to its origins, actions and molecular forms, is an ubi-
quitous and pleiotropic hormone. Indeed prolactin, initially thought
to be essentially synthesized in the hypophysis, is also produced by
several tissues in mammals. It is involved in more than 300 different
biological activities, such as reproduction, developmental immunity
and behaviour. It is also described under several molecular forms
resulting from co- or post-translational modifications and enzymatic
cleavage. Among these, the 16 kDa form, derived from native prolac-
tin, has received particular attention because of its inhibitory effect
on angiogenesis. Recent results have suggested an important role of
tissue enzymes in the production of this form in several tissues (retina,
myocardium and mammary gland). The cleavage leading to the produc-
tion of 16 kDa prolactin may occur outside the cells, in the interstitial
medium and therefore in the vicinity of blood capillaries. This process
implies tissue-specific mechanisms of regulation. A better knowledge
of the location of the cleavage and of the regulation of these activities
of the cleaving enzymes is now essential for controlling the processes.
This knowledge will allow a better understanding of the relationships
between some pathologies (cardiomyopathy, pre-eclampsy, retinopa-
thy) and modification of the production of the anti-angiogenic form
of prolactin. ¢
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