670

critical to mouse
development. Nat Genet
2001; 28 : 241-9.

11. Leighton PA, Mitchell KJ,
Goodrich LV, et al. Defining
brain wiring patterns and
mechanisms through gene
trapping in mice. Nature

12. Tordjman R, Ortega N,

Coulombel L, Plouet J,
Romeo PH, Lemarchandel
V. Neuropilin-1is
expressed on bone marrow
stromal cells: a novel
interaction with 14. Burgess RW, Skarnes WC,
hematopoietic cells? Blood
1999 ; 94 :2301-9.

2001; 410: 174-9. 13. Pinson KI, Brennan J,
Monkley S, Avery BJ,

Skarnes WC. An LDL-
receptor-related protein
mediates Wnt signalling in
mice. Nature 2000 ; 407 :
535-8.

Sanes JR. Agrin isoforms
with distinct amino
termini: differential
expression, localization,

NOUVELLE

La relaxine : une ancienne
hormone trouve enfin

ses récepteurs
Nicolas Chartrel, Hubert Vaudry

> L'histoire de la relaxine commence il y a
75 ans lorsque Frederick Hisaw, en étudiant
les activités hormonales du corps jaune du
follicule ovarien, identifie deux principes
actifs, la « corporine », qui induit des
transformations de type progestatif dans
I'utérus, et la « relaxine » qui provoque un
reldchement de la symphyse pubienne [1].
Ce n’est que 50 ans plus tard que la struc-
ture de la molécule responsable de I'acti-
vité myorelaxante a pu étre élucidée [2].
La relaxine est une hormone polypepti-
dique de structure hétérodimérique appar-
tenant a la superfamille de I'insuline
(Figure 1) qui comprend également
les insulin-like growth factor-1 et -1l (IGF-I
et -1l) et le relaxin-like factor (RLF ou
INSL3). Chez la femme, la relaxine est
essentiellement produite par le corps jaune
alors que chez I’homme, la principale
source de relaxine réside dans la prostate
[3, 4]. Chez de nombreuses espéces de
mammiferes comme le porc, le rat ou le
cobaye, la relaxine joue un role essentiel
dans la croissance et le remodelage des
organes génitaux pendant la gestation et
plus particulierement au moment de la
parturition, en provoquant I’élongation
des ligaments pelviens et le reldchement
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du col de P'utérus [5]. De plus, chez le rat,
la relaxine inhibe les contractions sponta-
nées ou induites par I'ocytocine du myo-
metre utérin. Cependant, chez la femme, la
relaxine n’exerce aucune activité sur la
relaxation du col de 'utérus pendant I'ac-
couchement. €n revanche, dans 'espéce
humaine, un pic de relaxine circulante est
observé en début de grossesse, au moment
de la nidification de ’embryon, et il a été
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montré que la protéine joue
un réle crucial dans I'in-
duction de la phase de
décidualisation [6]. La
relaxine, qui favorise aussi
Iexpression du facteur de
croissance  endothélial
dans ’endomeétre utérin, est directement
impliquée dans le développement de nou-
veaux vaisseaux sanguins indispensables a
la croissance de I’embryon [7]. Par
ailleurs, la relaxine, qui est produite par de
nombreux tissus autres que ceux consti-
tuant les organes génitaux, n’est pas uni-
quement une hormone de la grossesse : elle
est notamment responsable de la néoan-
giogenese apres un infarctus ou pendant

Pré-pro-insuline ~ PS Peptide C | ChaineA |
Pré-pro-relaxine ~ PS Peptide C m
Pré-pro-RLF  PS O Chaine A |
Pré-pro-1GF-1  PS CICITIYMI D Peptide€
Pré-pro-IGF-1l ~ PS d ChaineA [ Peptide €

Figure 1. Structure des précurseurs des polypeptides de la superfamille de insuline. Toutes les

prohormones de cette famille possédent un peptide C de connexion qui favorise la formation de

deux ponts disulfures entre les chafnes A et B de I’hormone mature. Dans la proinsuline, la pro-

relaxine et le pro-RLF, les chaines A et B sont respectivement localisées dans les régions C- et N-

terminales du précurseur et sont séparées par un peptide C de grande taille qui est excisé au

cours de la maturation de I’hormone active. €n revanche, pour les pro-IGF-I et —Il, le peptide C

est de petite taille et il reste présent dans I’hormone mature. Les pro-I1GF-1 et -1l contiennent

également dans leur région C-terminale deux autres fragments nommés peptides D et €, le pep-

tide € étant excisé au cours de la maturation de I’hormone. PS : peptide signal.
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une cicatrisation, et elle prévient I'appari-
tion de fibrose.

Alors que la relaxine était I'une des toutes
premiéres hormones peptidiques impli-
quées dans la reproduction a avoir été
identifiée, son récepteur n’avait toujours
pas été caractérisé. Cette lacune vient
d’étre comblée par I’équipe de Aaron
Hsueh qui montre que la relaxine est le
ligand naturel de deux récepteurs a 7
domaines transmembranaires couplés aux
protéines G (RCPG) orphelins, les LGR7 et
LGRS [8]. Ce travail démontre une nou-
velle fois la pertinence de la stratégie de
pharmacologie inverse, laquelle consiste a
identifier le ligand d’un RCPG orphelin a
partir de fractions purifiées de tissus ou
d’une librairie de molécules synthétiques.
Toutefois, la démarche suivie par les cher-
cheurs de I'Université de Stanford differe
assez sensiblement de I’approche clas-
sique de pharmacologie inverse telle
qu’elle a déja été décrite dans les
colonnes de médecine/sciences [9-11] et
mérite donc qu’on s’y arréte.

Ces chercheurs ont tout d’abord noté que
les souris dont le géne du RLF a été inva-
lidé présentent une anomalie de descente
des testicules identique a celle qui est
observée chez des souris dépourvues du
gene GREAT qui code pour un GPCR orphe-

lin [12, 13]. Ce premier constat les a
conduits a émettre I’hypothése que des
polypeptides de type relaxine pouvaient
étre des ligands de GPCR et non pas de
récepteurs membranaires de type tyro-
sine-kinase comme leur appartenance a la
superfamille de I'insuline le suggérait
(Figure 2). Le fait que la relaxine provoque
un accroissement des concentrations
intracellulaires en AMPc dans la plupart de
ses tissus cibles, et notamment dans les
cellules endométriales, confortait cette
hypothese. Parallelement, cette méme
équipe avait identifié deux nouveaux
RCPG, le LGRé et le LGR7, dont la structure
est apparentée a celle des récepteurs de
la LH et de la FSH [14], et la recherche de
paralogues du LGR7 dans le génome
humain avait amené les auteurs a identi-
fier un nouveau récepteur orphelin, le
LGRS, qui s’est avéré étre I'orthologue du
récepteur GREAT murin. Uensemble de ces
observations indiquait que la relaxine
pouvait étre un ligand potentiel du LGR7
et/ou du LGRS.
Afin de tester cette hypothese, Aaron
Hsueh et ses collaborateurs ont transfecté
des cellules 293 T avec ’ADNc codant pour
le LGR7 et le LGR8 [14]. s ont montré que
la relaxine provoque une stimulation
dépendante de la dose de la concentra-
tion intracellulaire d’AMPc

\
l b IRS-1
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MEK <€» MEKP

ERK € ERKP

Figure 2. Comparaison des mécanismes d’action de ’insuline et
de la relaxine. Bien que les deux hormones appartiennent a la
méme famille structurale, leurs récepteurs sont totalement
différents. L'insuline (INS) agit via un récepteur tyrosine-
kinase dont I’autophosphorylation va activer la cascade de
kinases Raf/MEK/ERK. €n revanche, la relaxine (RLX) active
I’adénylyl-cyclase (AC) par I'intermédiaire d’un récepteur a 7
domaines transmembranaires couplé & une protéine G (GS).

IRS-1 et -2 : insulin receptor substrate-1 et -2.

M/Sn® 6-7, vol. 18, juin-juillet 2002

1
2 7
AC
ATP
. o
«» Raf AMPc

RLX a la fois dans des cellules
surexprimant le LGR7 et
celles surexprimant le
LGRS, avec des €Cy res-
pectifs de 1,5 et 5 nM alors
que I'insuline, P'IGF-I,
PIGF-1I et le glucagon
n’ont aucun effet. Ils ont
aussi mis en évidence des
différences dans I'expres-
sion tissulaire du LGR7 et
du LGRS : les transcrits du
LGR7 sont fortement expri-
més dans le cerveau,
Povaire, le testicule, 'uté-
rus, la prostate et le ceeur,
alors que ceux du LGR8
sont  principalement
détectés dans le cerveau,
les muscles, le testicule,

I'utérus, la thyroide et la moelle osseuse.
Lutilisation d’anticorps dirigés spécifi-
quement contre le LGR7 a révélé que, chez
la ratte, le récepteur est surtout présent
dans le myomeétre de I'utérus et dans le
vagin. Ces différentes données pharmaco-
logiques et anatomiques suggerent que la
majorité des activités biologiques de la
relaxine s’exercent par 'intermédiaire du
LGR7. Par ailleurs, le phénotype commun
des souris déficientes en RLF et en récep-
teurs GREAT, ainsi que la forte homologie
observée entre le récepteur GREAT et le
LGR8 font penser que le LRF pourrait étre
un ligand naturel du LGRS.

Dans cette méme étude, les auteurs ont
produit une protéine de fusion constituée
du domaine ectoplasmique du récepteur
LGR7 et de la région transmembranaire de
’antigene CD8 des lymphocytes T. Aprés
traitement des cellules a la thrombine,
cette protéine chimere libere I"ectodo-
maine du LGR7, dénommé 7BP, qui possede
une bonne capacité de liaison de la
relaxine. €n particulier, I’administration par
voie sous-cutanée de 7BP a des souris pen-
dant les quatre derniers jours de la gesta-
tion retarde de 27 heures le moment de la
parturition. La protéine 7BP se comporte
donc comme un antagoniste fonctionnel de
la relaxine, a I'instar du domaine N-termi-
nal des récepteurs des hormones gonado-
tropes et thyréotropes vis-a-vis de la LH,
de la FSH et de la TSH [15].

La découverte des récepteurs de la
relaxine constitue une avancée impor-
tante tant sur le plan fondamental que
pour ses applications physiopathologiques
éventuelles. La forte identité de structure
du LGR7 et du LGR8 avec les récepteurs des
hormones gonadotropes suggére que ces
récepteurs ont une origine phylogénétique
commune. La recherche de récepteurs
orphelins paralogues des récepteurs de la
LH, de la FSH et de la relaxine pourrait
ainsi permettre d’identifier de nouveaux
facteurs peptidiques de régulation de la
fonction de reproduction. La caractérisa-
tion des récepteurs de la relaxine devrait
également conduire, a terme, au dévelop-
pement d’agonistes et antagonistes
stables de ’lhormone, utilisables a des fins
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thérapeutiques. On peut en effet rappeler
que, chez la femme ménopausée, la chute
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Pep-1 transporte des protéines
dans les cellules
de mammiferes

May Catherine Morris, Frédéric Heitz, Gilles Divita

> Au cours des dix derniéres années, la
recherche dans le domaine de la thérapie
génique a été principalement focalisée sur
’amélioration des vecteurs viraux et non
viraux pour le transfert de génes. Toutefois,
les formulations proposées pour Iintro-
duction de « transgenes » restent encore
limitées en raison de difficultés liées a leur
pouvoir immunogene, a leur toxicité et a
leur faible efficacité in vivo. Face a ces
limitations, I'alternative était d’imaginer
de nouvelles stratégies qui permettraient
le transfert direct de la protéine d’intérét
dans un grand nombre de cellules [1].

Le développement de peptides ou pro-
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téines a visée thérapeutique reste limité
par la faible perméabilité membranaire et
par la présence, a la surface de la cellule,
de protéines ou de récepteurs qui contro-
lent sélectivement le transport cellulaire
de molécules. Récemment, ces restrictions
ont été levées par la découverte de petits
domaines protéiques, appelés protein
transduction domains (PTD). Ces derniers,
de nature basique, sont capables de tra-
verser les membranes biologiques indé-
pendamment de la présence de transpor-
teurs ou de récepteurs spécifiques a la
surface des cellules, et permettent le
transfert de peptides ou de protéines dans
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les cellules [1, 2]. Les trois domaines PTD
qui ont été le mieux caractérisés et utilisés
dérivent de la protéine Tat du virus de I'im-
munodéficience humaine (VIH-1) [3], de
la troisieme hélice de I’homéo-domaine
d’Antennapedia (Antp) [4], et de la pro-
téine de structure Vp22 du virus de I’herpes
simplex [5]. A ce jour, le PTD de la protéine
Tat constitue le systéme le plus efficace
pour le transfert des protéines in vitro et in
vivo [6, 7]. Cependant, utilisation des
vecteurs PTD présente un certain nombre
de contraintes réduisant leur exploitation



