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Implication des phosphatidyl
inositols et de leurs produits
d’hydrolyse

dans la signalisation
cellulaire

Ins(1,4,5)P; ou IP; est un second messager du signal inter-
cellulaire qui dérive de I'hydrolyse du phosphatidylinositol
par la phospholipase C et agit par la mobilisation des
stocks de calcium intracellulaire. De nouvelles molécules
d’inositol-phosphates ont été décrites récemment,
Ins(4,5)P,, Ins(3,4,5)P;, InsP,, InsP;, ou InsP; formées,
soit par hydrolyse d’autres phosphatidylinositols, soit par
phosphorylation ou déphosphorylation d’Ins(1,4,5)P;. Ces
derniéres réactions mettent en jeu des kinases et des
phosphatases aux nombreuses isoformes, laissant entrevoir
une spécificité tissulaire de leur fonction. L’inactiva-
tion présumée d’une isoenzyme de I'Ins(1,4,5)P; 5-phos-
phatase, décrite dans le syndrome oculo-cérébro-rénal de
Lowe, constitue un argument en faveur de I’existence
d’une voie de signalisation non pas générale, mais au
contraire adaptée aux différentes cellules de I’organisme.

es premicres expériences qui

mirent en évidence I'impor-

tance des phosphatidyl inosi-

tols dans la signalisation cel-

lulaire remontent a 1953.
Hokin et Hokin observérent que
I'acétylcholine stimulait I'incorpora-
tion de phosphore radioactif dans
des phospholipides issus de cellules
pancréatiques [1]. Le phospholipide
fut tres vite identifié comme étant du
phosphatidylinositol et, en 1986, un
lien fut proposé (et illustré par de
nombreux exemples) entre I'activa-
tion de récepteurs membranaires,
qui entraine une hydrolyse accrue
des phosphatidyl inositols, et I’activa-
tion de ces mémes récepteurs, qui

provoque une augmentation du cal-
cium intracytoplasmique [2]. Les
phospholipides impliqués dans ce
mécanisme d’hydrolyse ont été iso-
lés: il s’agit du phosphatidylinositol
4-phosphate (PtdIns(4)P) et du phos-
phatidylinositol 4,5-bisphosphate (Pt-
dIns(4,5)P;) [3]. L’enzyme respon-
sable de I’hydrolyse de ces lipides est
la phospholipase C ; elle appartient,
en fait, 3 une famille d’isoenzymes
présentant des propriétés biochi-
miques différentes ainsi qu’une dis-
tribution tissulaire, cellulaire et sub-
cellulaire spécifique [4]. Il est connu
aujourd’hui que I'activation de phos-
pholipases C distinctes est liée a I'ac-
tivation de récepteurs a sept do-
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Figure 1. Métabolisme des phosphatidyl inositols et des inositol-phos-
phates. Dans ce schéma, trois enzymes ont leur activité stimulée par des si-
gnaux extracellulaires : (1) la phospholipase C ; (2) la PtdIns(4,5)P, 3-kinase ;
(3) I'lns(1,3,4,5,6)Ps 1-phosphatase (lettres rouges, cadre rouge). Il existe au
moins trois isoenzymes pour I'Ins(1,4,5)P,; 5-phosphatase (types |, Il et Ill) dé-
finis sur des critéres cinétiques et physiques ; les ADNc codant pour les types
I et lll ont été clonés [43]. Au moins trois isoenzymes existent également
pour I'lns(1,4,5)P; 3-kinase (isoenzymes A, B et C) ; les ADNc des formes A et
B ont été clonés. L’inositol monophosphatase catalyse la déphosphorylation
des inositol-monophosphates et est inhibée par le lithium selon un mode an-
ticompetitif. L'Ins(1,3,4,5,6)P5 peut servir de précurseur a la synthése d’InsP,.
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maines transmembranaires couplés
aux protéines G ou a des récepteurs
de facteurs de croissance (comme
I’EGF ou le PDGF), ces derniers pré-
sentant directement ou indirecte-
ment une activité tyrosine kinase [4,
5].

Les produits de la phospholipase C
sont le D-myoinositol 1,4,5-trisphos-
phate (Ins(1,4,5)P;) et le 1,2-diacyl-
glycérol (DAG) (figure 1). Un role de
second messager mobilisateur de cal-

cium intracellulaire pour [I'Ins
(1,4,5)P; fut démontré en 1983 sur
des cellules perméabilisées [6].

Quant au DAG, il active la plupart
des membres de la famille des protéi-
ne kinases C. Un cycle des phospho-
inositides existe également dans le
noyau cellulaire des hépatocytes de
rat ou des fibroblastes Swiss 3T3 ; il
est activé en réponse a I'IGF-1 [7].
L’importance pharmacologique du
métabolisme des inositol-phosphates
a été (et est encore largement)
influencée par I'observation fortuite
d’un effet inhibiteur du lithium sur
I’inositol monophosphatase. Le
lithium est bien connu comme agent
thérapeutique dans la maladie
maniaco-dépressive [8,9]. La mono-
phosphatase est la derniére enzyme
de la cascade de déphosphorylation
des inositol-phosphates et permet de
régénérer I'inositol indispensable a
la réincorporation dans le phospha-
tidylinositol (figure 1). L’effet inhibi-
teur anticompétitif du lithium, a des
concentrations proches des doses
thérapeutiques, a permis de propo-
ser un modéle selon lequel, dans
certains neurones, il y aurait déplé-
tion en inositol et donc réduction de
la synthése de PtdIns(4,5)P,. Le
corollaire est que, dans la maladie
maniaco-dépressive, la cascade phos-
phatidylinositol-calcium-DAG serait
hyperactive, au moins dans certaines
régions du cerveau [10]. Cette hypo-
thése n’est pas encore démontrée,
mais souligne I'intérét que peut sus-
citer la recherche d’inhibiteurs treés
sélectifs des enzymes du métabolis-
me des inositol-phosphates [11].

La séquence d’un récepteur de
I'Ins(1,4,5)P; a été déterminée pour
la premiére fois dans le cerveau de
la souris [12]. Il en ressort, notam-
ment, une analogie de séquence
importante avec le récepteur de la
ryanodine du réticulum sarcoplas-

mique des muscles squelettique et car- en———
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diaque [12]. Le récepteur de
I'Ins(1,4,5)P; posséde une activité
intrinséque de canal pour le cal-
cium. II existe au moins quatre types
de ce récepteur, chacun présentant
une distribution tissulaire propre et
probablement une régulation tres
spécifique [13, 14]. La localisation
du récepteur au niveau du réticulum
endoplasmique n’est certes pas une
regle absolue, puisqu’il pourrait étre
associé a la membrane plasmique
des lymphocytes T, par exemple
[15].

Si le modéle proposé par Berridge sur

le couplage phosphatidylinositol-cal-
cium en réponse a de nombreux sti-
muli était relativement simple en 1983
[3], nous observons aujourd’hui un
réseau particuliérement complexe
d’enzymes permettant la synthése et la
dégradation de nouvelles molécules
comme le phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P;),
I'InsP; ou InsPg [16, 17]. La spécificité
d’action de ces enzymes, leur modula-
tion d’activité sous le contréle d’un si-
gnal extracellulaire laissent entrevoir
plusieurs hypothéses quant a leur
fonction dans]la cellule.

Ptdins (4,5)P,
e OH
OC(O)R
20,PO 2
OH 1]
o]
Phospholipase C OH
3-kinase OH
$ OH | Ins (1,:?,4,5)P4
e 3HO : \ OH
& /® L@
50H ' o] —~/®
Ins (1,4,5)P5 - OH
= ! Ins (1,3,4)P5
5-Phosphatase Sy !
\\ p
OH . OH
oL
o) —~ /® (P) /] = Lon
OH OH
Ins (1,4)P, Ins (4,5)P,

Figure 2. Métabolisme de I'lns(1,4,5)P3 par la 5-phosphatase et la 3-kinase.
La méme 5-phosphatase déphosphoryle également Ins(1,3,4,5)P; en
Ins(1,3,4)P,. La formation de I'lns(4,5)P; par une 1-phosphatase dans des
cellules de mammifére reste peu fréquente. Elle s’observe dans certaines
lignées cellulaires (par exemple les cellules GH3).
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Le métabolisme

de l'inositol
tétrakisphosphate, second
messager potentiel

L’Ins(1,4,5)P; est métabolisé par
deux voies distinctes [18, 19]: une
voie de déphosphorylation via une 5-
phosphatase en inositol 1,4-bisphos-
phate (Ins(1,4)P,) et une voie de
phosphorylation via une 3-kinase en
inositol 1,3,4,5-tétrakisphosphate
(Ins(1,3,4,5)P, ; figure 2). L’affinité
de la 3-kinase pour I'Ins(1,4,5)P; est
plus élevée que celle de la 5-phos-

phatase pour ce méme substrat
quoique la Vmax de la 3-kinase soit
plus faible. La 3-kinase est une enzy-
me sensible au complexe calcium-
calmoduline dont la liaison a I’enzy-
me entraine une stimulation de
’activité enzymatique [19].

Les ADNc codant pour les 3-kinases
de cerveau de rat et humain ont été
clonés [20, 21]. Dans chacun des
cas, une sensibilité de I'activité enzy-
matique a la calmoduline en présen-
ce de calcium a pu étre vérifiée
apreés expression de la région codan-
te dans un systéme procaryote.

A

— 1100 aa

Ins (1, 4,5) P; 3-kinase

Cortex humain (type 1)

0
PM 47812 ¢

0 | Il 459 aa
Cerveau rat L L 1 PM 50,868
N C
93%
Al 4618 by1 50,988
Hippocampe humain k() ) g 435
6e% 68%
122 150 187 462
[ I— L 1
0 472
B ¢ ;%% PM 53,460
B Phosphoinositol 5 — phosphatase
PAWCDRIL

7 .

/\

cvva

Figure 3. A. Structure moléculaire de I'lns(1,4,5)P3 3-kinase de cerveau de rat.
Cette enzyme a été purifiée comme une protéine de 50 kDa [19]. Sa séquence a
été alignée avec celle de la 3-kinase-A humaine issue du criblage d’'une banque

d’ADNc d’hippocampe humain [21]. Cette banque a également permis d’isoler

un clone distinct correspondant a la 3-kinase-B [43]. La similitude entre les dif-

férentes séquences est indiqué en %. Le domaine catalytique se trouve du cété

C-terminal. Chez le rat, la séquence compléte de la 3-kinase-B comporte
673acides aminés (V. Vanweyenberg, données en cours de publication).
B. Structure moléculaire de la 5-phosphatase type | humaine. La séquence a
€été déduite d’un clone isolé d’une banque de cortex frontal humain [35]. Le site
CVWVQ constitue un site possible d’isoprénylation situé a I'extrémité C-termina-
le. PAWCDRIL est une séquence conservée dans la protéine codée par un géne

déeficient dansla maladie de Lowe [32]. aa : acides aminés,; PM : poids molécu-
laire. (Code a une lettre des acides aminés: A:Ala;C:Cys,;D:Asp;l:lle;L:

Leu;P:Pro;Q:GIn;R:Arg;V:Val; W: Trp.)
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Actuellement, nous dénombrons
deux isoenzymes dont 'ADNc a pu
étre cloné, a savoir les 3-kinases A et
B (figure 3A) ainsi qu'une troisiéme
forme (3-kinase C) dont la séquence
partielle a pu étre mise en évidence
a partir d’'un clone obtenu par PCR
au départ d’amorces dégénérées (D.
Communi, données non publiées).
Les génes humains des 3-kinases A
et B sont localisés sur des chromo-
somes distincts [22]. L’existence de
ces différentes formes n’est pas sans
rappeler I'existence de différentes
phosphodiestérases des nucléotides
cycliques sensibles a la calmoduline
dont les différentes isoformes (on en
dénombre neuf aujourd’hui) présen-
tent une distribution tissulaire
propre et une sensibilité au calcium
variant selon I'isoforme considérée
[23]. Sachant notamment que les 3-
kinases A et B présentent une distri-
bution tissulaire et cellulaire distinc-
te (V. Vanweyenberg, données en
cours de publication), il est tentant
de spéculer que cette distribution
puisse refléter une fonction spéciali-
sée de I'Ins(1,3,4,5)P, dans certains
tissus de ’organisme.

Tres vite aprés sa mise en évidence,
un role actif de 1'Ins(1,3,4,5)P, dans
I’entrée de calcium extracellulaire
fut proposé, fondé sur des expé-
riences de micro-injection de diffé-
rents analogues des inositol-phos-
phates dans des ceufs d’oursins [24].
L’existence de protéines de forte
affinité pour I'Ins(1,3,4,5)P, présen-
tant une spécificité pour cette molé-
cule semble aujourd’hui bien établie
[25]. Ces protéines pourraient jouer
un role de «récepteur(s)» [26]. En
revanche, I’action de I'Ins(1,3,4,5)P,,
en synergie avec I’'Ins(1,4,5)P,,
comme le suggérent les expériences
d’'Irvine et al., sur les cellules lacry-
males de souris [27], ou un role de
I'Ins(1,3,4,5)P, comme signal intra-
cellulaire direct et indépendant, mis
en évidence dans les cellules endo-
théliales [28], reste fort discutée.
Signalons qu’un roéle distinct pour
I'Ins(1,3,4,5)P, a été proposé dans
certaines lignées cellulaires : il agi-
rait dans la mobilisation de calcium
intracellulaire au niveau du ré-
cepteur de I'Ins(1,4,5)P;3 [29]. Un
réle indirect, comme précurseur
d’Ins(1,3,4,5,6)P;, a également été
rapporté [17].
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L'Ins(1,4,5)P3
5-phosphatase
et le syndrome de Lowe

Sur des critéres cinétiques, trois
types d’Ins(1,4,5)P; 5-phosphatases
ont été décrits [30] : le type majori-
taire (type I) hydrolyse a la fois
I'Ins(1,4,5)P, et I'Ins(1,3,4,5)P, avec
une plus forte affinité pour
I'Ins(1,3,4,5)P, (Km = 1 pM pour
I'Ins(1,3,4,5)P, versus 10 pM pour
I'Ins(1,4,5)P;) mais avec une Vmax
plus faible (rapport des Vmax = 11
en faveur de 1I'Ins(1,4,5)P;). Cette
enzyme existe sous forme soluble et
membranaire quoique I'existence du
type particulaire ne soit pas définiti-
vement établie. Le type II apparait
plus spécifique de I'Ins(1,4,5)P; (Km
= 70 pM) et le type III utilise les
deux substrats, avec des Km respec-
tifs de 7pM et 24 pM pour
I'Ins(1,3,4,5)P, et I'Ins(1,4,5)P;. On
peut comprendre que dans des cel-
lules qui produisent beaucoup
d’Ins(1,3,4,5)P,, le type I soit préfé-
rentiellement saturé par ce substrat,
ce qui laisse entrevoir un réle pour
le type II agissant sur I'Ins(1,4,5)P;.

Un ADNc codant pour la 5-phospha-
tase de type III a été isolé par le grou-
pe de Majerus en 1991 [31]. En
outre, un gene déficient dans le syn-
drome oculocérébro-rénal de Lowe
pourrait coder pour une protéine de
la méme famille (m/s n°7, vol. 8,
p. 742) [32]). La protéine issue de la
séquence codante de ce géne présen-
te 53 % d’identité en acides aminés
avec la séquence de la 5-phosphatase
de type III. Curieusement, aucune
donnée d’expression de la protéine
codée par ce géne déficient n’existe a
ce jour. Récemment, il a été rapporté
que la 5-phosphatase type III des pla-
quettes humaines pouvait également
hydrolyser le PtdIns(4,5)P, [33]. Des
lors, la spécificité in vivo du type III
vis-a-vis de I'Ins(1,4,5)P; peut étre
sujette a débat. Le syndrome de Lowe
pourrait résulter d’une anomalie, soit
du métabolisme de I'Ins(1,4,5)P; par
la perte d’une isoenzyme de la 5-
phosphatase, soit du métabolisme du
PtdIns(4,5)P, par la perte de I'enzy-
me impliquée dans I’hydrolyse de ce
phospholipide. Notons que ce der-
nier est situé au carrefour de deux
voies de signalisation: a la fois, sub-
strat de la phospholipase C mais aussi
de la PtdIns(4,5)P, 3-kinase (figure 1).
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Un ADNc codant pour la 5-phospha-
tase de type I a été cloné dans la thy-
roide de chien et le cerveau humain
au sein de notre laboratoire (figu-
re 3B) [34, 35]. La séquence révele
un site possible d’isoprénylation sur
une cystéine C-terminale, ce qui
pourrait rendre compte de la distri-
bution majoritairement membranai-
re de cet enzyme. La comparaison
de séquence entre le type I, le type
III et la protéine de Lowe révele éga-
lement la conservation d’une
séquence de huit acides aminés
(PAWCDRIL)*. Cette séquence
pourrait étre critique au niveau de la
structure du domaine catalytique de
I'enzyme. Il est tentant de spéculer
sur un role possible de l’activité
membranaire de type I, dans I'activi-
té biologique ou dans I'interaction
directe avec une autre protéine
régulatrice membranaire [36].

La formation
de Ptdins(3,4,5)P,

PtdIns(3,4,5)P; est synthétisé par une
enzyme a activité 3-kinase
distincte de I'Ins(1,4,5)P; 3-kinase
(16]. I1 s’agit d’'un hétérodimeére
formé d’une sous-unité régulatrice
de 85kDa (p85) et d’une sous-
unité catalytique de 110 kDa. La
PtdIns(4,5)P, 3-kinase est activée par
un trés grand nombre de facteurs de
croissance a activité tyrosine Kkinase
(tel le PDGF). Cette activation proce-
de vial'interaction entre le récepteur
autophosphorylé sur tyrosine et un
domaine SH2 de la sous-unité p8b.
Elle induit la phosphorylation de
cette sous-unité sur tyrosine. D’autres
tyrosine kinases intracellulaires
(comme la p60*°) agissent probable-
ment par interaction entre leur
propre domaine SH2 et la sous-unité
p85 phosphorylée sur tyrosine [37].
Différentes isoformes de la
PtdIns(4,5)P, 3-kinase ont été identi-
fiées, par exemple dans les neutro-
philes ou les plaquettes ot une isoen-
zyme distincte présente une
sensibilité au complexe Py libéré
apres activation de protéines G [38]).

* Code a une leltre des acides aminés : A : Ala; C:
Cys;D:Asp ;[:lle;L:Leu; P:Pro;R:Arg;
W: Trp.

m/s n° 2, vol. 11, fevrier 95

Cette situation est comparable a celle
de la phospholipase C dont certaines
isoformes sont activées par phospho-
rylation sur tyrosine et d’autres sont
sensibles aux sous-unités o ou Py de
protéines G. Le substrat préférentiel
de cette 3-kinase agissant sur des
phospholipides est le PtdIns(4,5)P,,
ce qui confére au PtdIns(3,4,5)P; un
role potentiel de second messager. Il
pourrait agir comme signal dans les
modifications de structure du cytos-
quelette ou dans I’adhérence des cel-
lules comme suggéré dans les neutro-
philes ou les plaquettes [39].

L’hydrolyse

de I'Ins(1,3,4,5,6)P;
est controlée

par l’activation

de récepteurs

Il est clairement établi aujourd’hui
que toutes les cellules de mammi-
féres contiennent des concentra-
tions considérables en InsP; et InsPg
(10 a 100 fois plus élevées que les
concentrations en Ins(1,4,5)P;).
Diftférentes enzymes conduisant a la
synthése d’'InsP6 au départ
d’Ins(1,3,4)P; ont été isolées [17].
Par ailleurs, certains agonistes qui
activent la phospholipase C provo-
quent également une augmentation
parfois trés importante des taux
d’Ins(3,4,5,6)P, [17]. Cet isomére
apparait comme issu de la déphos-
phorylation de 1'Ins(1,3,4,5,6)P; par
une l-phosphatase (figure 1) dont
I’activité pourrait étre stimulée par
des agonistes. L’Ins(3,4,5,6)P, joue-
rait un roéle de molécule signal :
récemment, son role direct dans la
sécrétion de chlorure par les cel-
lules épithéliales de l'intestin a été
avancé [40]. Notons encore la forte
affinité pour I'InsPs a des concentra-
tions nanomolaires de plusieurs pro-
téines, dont certaines assurent
I'internalisation d’hormones ou de
neurotransmetteurs [41]. Enfin, plu-
sieurs laboratoires ont mis en évi-
dence I’existence d’inositol-poly-
phosphates contenant des liens
pyrophosphates en position 2 et 4
du noyau inositol [42]. Ces compo-
sés fournissent des métabolites
riches en énergie par la nature du
lien formé (P-O-P), dont I'énergie
libre standard est comparable a celle
de ’'ADP, de sorte qu’un réle poten-

tiel de ces composés comme don-
neur de phosphate a été suggéré
[42].

I Conclusions

La figure I illustre le métabolisme
complexe des phosphatidyl inositols
et la synthése de plusieurs inositol-
phosphates qui interviennent dans la
signalisation cellulaire. Plusieurs de
ces enzymes (PtdIns(4,5)P, 3-kinase,
phospholipase C, Ins(1,4,5); 5-phos-
phatase et 3-kinase) sont en réalité
représentées chacune par une famil-
le de différentes isoenzymes, laissant
dans leur fonction. L’inactivation
présumée d’une isoenzyme de
I'Ins(1,4,5)P; 5-phosphatase décrite
dans le syndrome de Lowe et engen-
drant des symptomes a la fois pléio-
tropes et précis (cataracte congénita-
le, retard mental, dysfonctionne-
ment tubulaire rénal) constitue un
argument en faveur de I'existence
d’une voie de signalisation non pas
générale mais, au contraire, adaptée
aux différentes cellules de I'organis-
me selon des schémas propres. Nous
pouvons nous interroger sur les
mécanismes de contrble de chacune
de ces enzymes ou interviennent a
titre d’exemples des protéines G
(par exemple le complexe By stimu-
lant la PtdIns(4,5)P, 3-kinase), ou
des signaux intracellulaires (par
exemple le calcium en tant que sti-
mulant de la voie de synthése de
I'Ins(1,3,4,5)P,). Le clonage récent
de 'ADNc de plusieurs types de ces
enzymes laisse entrevoir plusieurs
approches moléculaires qui permet-
tront de mieux cerner ces méca-
nismes Wl
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Summary

Involvement of inositol lipids and
their products of hydrolysis in cel-
lular signaling

Ins(1,4,5)P; is a well-known inosi-
tol lipid-derived intracellular
second messenger mobilizing
intracellular calcium from inter-
nal stores. It is generated through
two major signaling pathways: the
former involves G proteins-cou-
pled receptors and the latter tyro-
sine kinase-linked receptors.
Ins(1,4,5)P; mobilizes intracellular
calcium by binding to its receptor,
showing structural and physiologi-
cal similarities with the ryanodine
receptor (another intracellular
calcium channel). It is metaboli-
zed by both an Ins(1,4,5)P3 5-
phosphatase and 3-kinase reac-
tion. Biochemical and molecular
studies indicated at each step of
the signal transduction pathway
extensive molecular heterogeneity
in the synthesis and degradation
of inositol lipids derived mole-
cules. Ins(1,4,5)P; 3-kinase
consists in a family of calmodulin
sensitive isoenzymes producing
Ins(1,3,4,5)P, (three isozymes).
Ins(1,4,5)P4 5-phosphatase dephos-
phorylates both Ins(1,4,5)Ps and
Ins(1,3,4,5)P,. It is interesting to
note that the Lowe’s oculocere-
brorenal syndrome may be caused
by a defect in a gene that encodes
an enzyme that metabolizes
Ins(1,4,5)Ps, since type III of
Ins(1,4,5)P, 5-phosphatase shows
high levels of sequence homology
with the protein encoded by the
Lowe’s syndrome deficient gene.
PtdIns(4,5)P, is the phospholipase
C substrate to generate Ins(1,4,5)P;
and diacylglycerol (DAG) but also
the substrate of a specific 3-kinase
to produce PtdIns(3,4,5)P;, ano-
ther potential second messenger.
Like phospholipase C, PtdIns(4,5)P,
3-kinase may be activated through
G protein-coupled receptors or
tyrosine kinase-linked receptors.
The levels of Ins(3,4,5,6)P, may
also be regulated through the acti-
vation of receptors by extracellular
signals and this molecule may also
play a role of second messenger.
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