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Les insulines
des invertébrés

sement le trouble

Sophie Raisin, Sophie Pantalacci, Pierre Léopold

> Des travaux récents ont démontré la forte
conservation de la voie de réponse aux peptides
de type insuline/IGF (insulin growth factor)
depuis les invertébrés jusqu’aux mammiféres.
Les études génétiques menées sur la drosophile
ou le ver C. elegans ont en particulier démontré
le role de cette voie dans la croissance tissulaire
et la longévité. Tres récemment, une famille
importante de peptides insuliniques a été
découverte dans ces deux organismes, suggérant
de nouvelles fonctions associées a ces peptides
ainsi que I’existence, chez les mammiferes,
d’autres membres de cette famille encore a
découvrir. <
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Chez les organismes multicellulaires, le développement
et le fonctionnement coordonné des organes font large-
ment appel aux communications entre les cellules.
Linformation est le plus souvent transmise par des
ligands dont la liaison a des récepteurs membranaires
enclenche une cascade de transductions du signal a Iin-
térieur de la cellule. Parmi les voies de transduction du
signal aujourd’hui étudiées en détail, la voie de réponse
a Pinsuline impliquant le récepteur de Iinsuline (INR)
participe au contrdle de la glycémie. Un dysfonctionne-
ment de cette voie entraine un diabéte de type Il (non
insulino-dépendant), maladie humaine courante et
complexe associée a des défauts importants du méta-
bolisme. Mais, derriere ce cas d’école se cachent des
voies de transduction variées et, finalement, des fonc-
tions physiologiques multiples relayées par une famille
de ligands homologues de I'insuline, une famille de
récepteurs homologues d’INR. Ainsi, le diabete de type
Il se trouve associé a de nombreux autres syndromes,
reflétant "implication de ces voies dans des processus
aussi variés que le transport de glucose, la lipogenese, la
synthese protéique, la croissance et la division cellu-
laires. Chez les mammiferes, plusieurs membres de la
superfamille de I'insuline ont été identifiés. Parmi
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mitogénes qui contrdlent la survie et la prolifération
cellulaires. lls relaient dans les tissus I’effet de I’hor-
mone de croissance (GH, growth hormone). Les IGF se
lient a un récepteur cellulaire (IGF-IR) structurellement
tres proche du récepteur de I'insuline dont la signalisa-
tion intracellulaire - voisine de celle du récepteur de
Pinsuline - fait 'objet d’études détaillées du fait de son
implication dans de nombreux cancers humains.

Les effets biologiques des peptides de type insuline pas-
sent par leur liaison aux deux chafnes O de leur récep-
teur, suivie de I'autophosphorylation des chaines [3.
Cela augmente P'activité tyrosine-kinase du récepteur
qui phosphoryle plusieurs protéines cytoplasmiques
dont les IRS (insulin receptor substrate). |l s’ensuit une
cascade de phosphorylations par des kinases a sérine et
a thréonine qui conduit a I'activation ou a la répression
de substrats cellulaires (Figure I).

Les voies de signalisation des peptides de la famille
insuline, regroupées sous le terme générique de « signa-
lisation insuline », ont été remarquablement conservées
au cours de I"évolution. Ainsi, bien que I’analyse
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détaillée des mécanismes de transduction de ces diffé-
rentes voies se poursuive avec succes dans les modeéles
cellulaires mammiferes, le détour par des modeles géné-
tiques puissants comme la drosophile et le nématode
peut permettre de placer I'étude de ces voies dans le
contexte d’un organisme entier et, a terme, grdce aux
cribles génétiques mis en place dans ces organismes, de
découvrir de nouveaux composants conservés de ces
voies. Pour le moment, les études faites sur ces deux
systemes modeles ont déja permis de mettre en évidence
un role conservé de la signalisation insuline dans le
contrdle de la croissance tissulaire, mais également de
mettre a jour d’autres implications physiologiques de la
voie, dans les phénomenes de longévité par exemple. €n
outre, des études tres récentes sur les molécules de type
insuline (appelées ILP pour insulin-like peptides) dans
ces deux modeles pourraient changer notre fagon de voir
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Figure 1. Modéle de signalisation a partir des récepteurs de ’insuline/IGF.

La fixation d’un ligand de type ILP (insulin-like protein) sur les chaines O du
récepteur conduit a I"autophosphorylation de tyrosines dans la partie cytoplas-
mique et a I’interaction des domaines PH /PTB de I’IRS (insulin receptor sub-
strate) avec le récepteur. LIRS est a son tour phosphorylé sur tyrosine et recrute
des molécules a domaine SH2 comme la PI3-kinase accompagnée de sa sous-
unité régulatrice p85. La localisation de PI3K a la membrane permet de produire
localement des phosphatidyl-inositol 3-phosphate (Ptins[3]P) et d’y ancrer les
kinases PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1) et 2, puis
AKT/PKB (protéine kinase B) et PKC{/A situées en aval. Uactivation par PDK1 de
la kinase PKB/AKT permet d’induire des réponses cellulaires aussi variées que le
métabolisme du glucose via Gsk3 (glycogen synthase kinase 3), la survie cellu-
laire via Bad ou la machinerie de traduction des protéines via I’activation de la
S6-kinase et du facteur d’initiation de la traduction elF4€. Alternativement, IRS
ou SHC peuvent fixer 'adaptateur Dkr/Grb2 et déclencher "activation de la cas-

cade des MAP-kinases en réponse a I’activation du récepteur.
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cette famille de peptides et la fonction de
ses membres chez les mammiféres.

Un rdle conservé de la signalisation
insuline dans la croissance et le
métabolisme

Chez la drosophile, la croissance tissulaire

s’effectue au cours des trois stades larvaires. L'adulte naft
des structures mises en place chez la larve avec une taille
qui n’évoluera pas. Les pertes de fonction des genes codant
pour des composants conservés de la voie de signalisation
insuline (dINR, Chico [IRS], dPI3K, dAKT, dPDKI1, dS6K)*
provoquent des réductions importantes de la masse des
tissus larvaires et de la taille des organes et des appen-
dices adultes, témoin d’un défaut important de

croissance larvaire [1] (0). Dans la plupart des  (0) m/s
cas, I'analyse a I'échelle cellulaire des appen- 2000, n°1,
p. 119

dices adultes révele une réduction de la taille et
du nombre des cellules. A I'inverse, la surexpression du
récepteur dINR a 'aide d’un transgéne provoque une aug-
mentation de la taille moyenne des cellules ainsi que de
leur nombre. La surexpression de la PI3K (P13 kinase) et des
autres composants situés en aval conduit a une augmen-
tation de la taille mais pas du nombre des cellules, indi-
quant que 'activation de la voie PI3K seule peut stimuler la
croissance des cellules mais pas leur prolifération [2].
Leffet prolifératif du récepteur de Iinsuline (INR) dans la
croissance des tissus pourrait étre relayé par I'IRS de dro-
sophile (chico) dont les sites de fixation pour 'adaptateur
Drk/Grb2 peut faire le lien vers d’autres voies comme celle
des MAP-kinases. €nfin, les défauts de croissance des dif-
férents mutants de la voie insuline chez la drosophile sont
évocateurs des phénotypes observés en situation de
carence nutritionnelle, ce qui suggere que la signalisation
insuline puisse étre utilisée pour coupler les conditions
nutritionnelles a la croissance des tissus.

Ce rle de la voie insuline dans le contréle de la croissance
cellulaire est évidemment a rapprocher de celui des IGF de
mammiféres [3] et du fort retard de croissance associé a
une mutation homozygote dans le domaine kinase du
récepteur de 'insuline, retrouvé chez des patients atteints
du syndrome de résistance insulinique aigué [4]. €n ce qui
concerne le contrdle du métabolisme général, les muta-
tions de I'IRS et du récepteur de Iinsuline chez la droso-
phile provoquent également 'accumulation d’une grande
quantité de lipides chez ’adulte [5, 6]. Ce phénotype est a
rapprocher de I’hypertriglycéridémie des souris mutantes
pour IRS1, ou de I"'accumulation de lipides chez les néma-
todes mutants pour le géne daf-2 codant pour le récepteur

*d : drosophile.
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de Iinsuline. Il démontre également I'existence d’une
fonction conservée dans le métabolisme cellulaire des
lipides [7, 81.

Un réle conservé dans la longévité

Des mutations entrainant une forte réduction de I'activité
de Daf-2, 'unique homologue chez le nématode du récep-
teur de I'insuline/IGF, induisent un arrét du développement
larvaire @ un stade encapsulé dit dauer, qui s’accompagne
d’un arrét de croissance et d’une résistance au stress. Les
mutations faibles dans le récepteur Daf-2 ne provoquent
pas d’arrét au stade dauer mais un doublement de la durée
de vie normale des animaux [8, 9]. De nombreuses études
moléculaires et génétiques ont conduit a I'identification,

(0) mrs chez le nématode, des homologues de PI3K, PDK1, PKB/AKT
2032;06/-" et PTEN, tous impliqués dans le controle de la transition
p-

dauer et de la longévité chez le ver [10] (0). Lextension de
la longévité provoquée par la baisse de fonction daf-2 nécessite un facteur
de transcription de la famille Forkhead/winged helix, daf-16, dont les homo-
logues vertébrés AFX, FKHR et FKHRLI sont maintenant a I’étude : ces fac-
teurs sont effectivement sensibles a 'activation de la voie insuline/IGF qui
peut bloquer leur entrée dans le noyau et leur fonction transactivatrice
[11, 12]. €nfin, les études d’individus mosaiques mutants pour daf-2 chez
le ver indiquent que le r6le de daf-2 dans la longévité implique un nombre
limité de neurones capables de relayer le signal via I’expression d’une
deuxieme molécule encore inconnue, sécrétée en direction du reste des
cellules de I'organisme.

L’hypothése d’une implication de cette voie de signalisation dans le
controle de la longévité a été récemment confortée chez les insectes. €n
effet, chez la drosophile, les mutants nuls chico (IRS) sont

donc impliquée dans la longévité par son action sur des
tissus endocrines spécialisés, pour coordonner de
maniere simple le vieillissement des différents tissus
dans I'organisme. Ces effets sont a mettre en paralléle
avec la longévité accrue (+ 45-65 %) associée a une
forte réduction de la sécrétion de GH, d’IGF-I et de TSH
(thyroid stimulating hormone, hormone thyréotrope)
des lignées de souris naines Snell et Ames [15].

Siles récepteurs et les voies de I’insuline sont conservés,
il semblait logique de retrouver également des ligands
capables de transmettre I'information. La découverte
d’ILP chez la drosophile et le nématode fait 'objet de
publications récentes. Une premiere surprise a été de
trouver un grand nombre de ces molécules au regard de
I"'unique récepteur connu dans ces deux organismes. De
plus, certains de ces ligands ont une action antagoniste
sur I'activation du récepteur.

Sept insulin-like proteins chez la drosophile...

On sait que, chez les mammiféres, les ILP sont synthétisées
sous la forme de précurseurs dont la maturation s’effectue
par clivage : deux des peptides produits, appelés A et B,
reliés par des ponts disulfures conservés, forment la molé-
cule active (Figure 3). Afin d’identifier des potentiels ILP a
partir des banques de données provenant du séquencage
complet du génome de la drosophile, les chercheurs ont
utilisé des critéres de conservation des espacements entre
les cystéines du domaine A participant a la formation des
ponts disulfures. Sept ligands potentiels du récepteur de

viables, de taille réduite, et leur durée de vie moyenne est
allongée de 48 %. Cet effet ne semble pas lié a la réduction A
de la taille des individus homozygotes, puisque I'on
retrouve un allongement de la durée de vie de 36 % chez les
hétérozygotes, qui, eux, sont de taille normale [13]. De
méme, certaines combinaisons d’alléles « perte de fonc-
tion pour le récepteur dINR » sont associées a des exten-
sions de la durée de vie de 85 % [14]. Dans ce cas, il a été
montré que la perte de fonction dINR induit une chute de la
sécrétion d’hormone juvénile dans le cerveau. Cette hor-
mone rétinoide, proche fonctionnellement et structurelle-
ment des thyroxines de mammiferes, voit normalement sa
sécrétion chuter lors de I'induction de la diapause* chez
les insectes, qui se traduit par un arrét des fonctions
reproductives, une résistance au stress et une survie pro-

longée. U'extension de la longévité des mutants dINR pour-
rait donc étre un effet indirect de la chute de sécrétion
d’hormone juvénile chez ces animaux.

Chez la drosophile comme chez le ver, la voie InR semble

* Arrét du développement au cours de la vie d’un insecte.
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Figure 2. Expression de DILP2 chez la drosophile. A. 'expression ubiquitaire du
gene DILP2 chez la larve provoque une augmentation proportionnée de la taille et
du poids (+39 %) de I’adulte (haut), en comparaison d’un animal témoin (bas)
(d’aprés [6]). B. Le géne DILP2 est exprimé au sein d’un groupe de sept cellules
neurosécrétrices dans chacun des deux lobes cérébraux chez la larve. Les mémes

sept cellules expriment aussi les génes DILP3 et DILP5 (d’aprés [6]).
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Figure 3. Conservation et diversité des homologues de linsuline. A.
Représentation tridimensionnelle de la molécule d’insuline humaine. « N » cor-
respond a 'extrémité N-terminale de la chaine B et « C» a I’extremité C-termi-
nale de la chaine A. On note la présence d’une hélice 0 dans la chaine B et de
deux hélices O reliées par une boucle dans la chaine A. B. Les homologues mam-
miféres de I’insuline, les DILP de drosophile et un tiers des ins de nématode font
partie de la méme sous-classe Y. Trois ponts disulfures sont prédits qui relient
les chaines A et B et stabilisent la structure tridimensionnelle des peptides. Les
différences se situent sur le peptide C, présent ou pas dans la séquence du pré-
curseur et clivé ou pas dans le produit mir. Les autres ins de C. elegans révelent
une plus grande diversité d’organisation et créent deux classes supplémentaires
O et B. La famille B est caractérisée par la présence de 4 ponts disulfures et
d’un peptide F clivé. Elle comprend aussi les MIP, homologues de 'insuline chez
les mollusques. La famille O ne posséde que 2 ponts disulfures : deux cystéines
de la chaine A sont remplacées par des résidus aromatiques dont 'interaction

forte assure la méme stabilisation que le pont intra-chaine.
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I'insuline, appelés DILP (Drosophila insulin-like peptides),
ont été identifiés [6]. Les sept peptides trouvés sont plus
proches de 'insuline que des IGF, avec notamment des sites
de clivage consensus entre les domaines B et A permettant
I’excision du peptide C intercalant (Figure 3). Le niveau
d’homologie le plus élevé est de 37 % entre DILP2 et 'insu-
line humaine. La surexpression du géne DILP2 chez la larve
provoque une augmentation conséquente de la taille et du
poids (+39 %) des adultes, caractérisée par une augmen-
tation de la taille et du nombre des cellules dans les
appendices comme I'aile ou I’ceil (Figure 2A, [6]). Cet effet
sur la croissance de I’organisme nécessite que le récepteur
soit fonctionnellement intact : I"exces de croissance dii a
la surexpression de DILP2 est supprimé chez des mouches
hétérozygotes pour une mutation du récepteur dINR.
Inversement, la surexpression du récepteur dans I’ceil
provoque un phénotype d’ceil gros et « rugueux » qui
n’apparalt pas si une copie des génes DILPI a 5, regrou-
pés en complexe, est supprimée. Ces résultats démon-
trent de maniere élégante que le géne DILP2 est capable
d’interagir avec le récepteur dINR pour promouvoir la
croissance tissulaire.

Si le role propre de la transduction du signal insuline
dans la croissance des cellules a été clairement établi,
on ignorait jusqu’a présent quelles pouvaient étre les
sources du signal. Plusieurs expériences récentes ont
impliqué le corps gras (qui cumule certaines fonctions
du foie et du tissu adipeux chez la larve) dans la pro-
duction de facteurs de croissance en réponse a I'état
nutritionnel. Pourtant, aucun des genes dILP n’est
exprimé au cours du développement dans cet organe.
Cependant, une expression de certains dILP est détectée
dans les tissus en croissance, ce qui rappelle I'expres-
sion ubiquitaire des IGF chez les mammiferes.

De maniere plus intéressante, trois dILP sont exprimés de
fagon tres localisée dans un groupe de neurones de chacun
des deux lobes cérébraux chez la larve (Figure 2B) [6, 16].
Une expression trés proche d’un ILP, la bombyxine, a été
décrite chez le ver a soie Bombyx mori. La bombyxine, pro-
duite dans le cerveau du ver a soie par un groupe de quatre
cellules neurosécrétrices, est transportée le long des
axones vers les corpora allata, un des organes sécréteurs
du systéme nerveux central, d’ou elle semble passer dans
I’lhémolymphe. Le role physiologique de cette insuline est
encore mystérieux, mais des études récentes montrent
qu’elle est libérée du cerveau dans I’hémolymphe en
réponse a la prise de nourriture. Inversement, en condition
de jeline, I’hormone s’accumule dans le cerveau et les
concentrations circulantes dans I’hémolymphe chutent.
Cet effet peut étre totalement aboli par une injection de
glucose dans I’hémolymphe des larves, suggérant que, de
maniere tres analogue a la régulation de la sécrétion d’in-
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suline des mammiféres, la concentration de glucose circu-
lant est le stimulus nutritionnel déclenchant la libération
de I’hormone [17]. De maniére comparable, 'expression
des DILP dans le cerveau de la drosophile pourrait corres-
pondre a un role neurosécréteur de ces peptides, permet-
tant d’intégrer au niveau central des informations nutri-
tionnelles.

Les profils d’expression complexes des différents DILP
permettent dans tous les cas de conclure a une combi-
naison d’effets neurosécréteurs et autocrines dans le
controle de la croissance de I"organisme. La dissection
génétique de la fonction de ces génes chez la drosophile
permettra bientot d’y voir plus clair.

... et 37 insulin-like proteins chez le ver !

Une méme approche génétique a été menée chez le néma-
tode, utilisant des critéres plus complexes de conservation
de structure au sein des peptides A et B. Elle a permis
I'identification de 37 genes codant pour des membres de la
superfamille des ILP (ins-1 a -37). Il s’agit d’un nombre
étonnamment élevé comparé a celui observé chez les
mammiferes, en particulier chez ’homme ol seuls sept
ligands, mais plusieurs récepteurs, sont connus. Chez le
nématode, la plupart de ces génes codent pour des pro-
téines assez éloignées des ILP de mammiferes et de droso-
phile ; le plus souvent, le peptide C séparant les peptides B
et A est absent et le positionnement des ponts disulfures
est différent (Figure 3).

Parmi ces 37 genes, 15 ont fait I'objet d’études d’expres-
sion in situ en utilisant des génes rapporteurs green fluo-
rescent protein fusionnés aux régions 5’. U'expression est
majoritaire dans le systeme nerveux, en particulier dans
des neurones sensoriels impliqués dans la formation du
stade dauer [18, 19]. Certains, comme ins-1, sont égale-
ment exprimés faiblement dans des tissus périphériques
(vulve, intestin, épiderme ou pharynx).

L'étude fonctionnelle de ins-1, qui posséde la plus forte
homologie avec Iinsuline humaine (32 %), a réservé
quelques surprises. Les mutations touchant le géene ins-1
n’ont pas d’effet sur la fonction de daf-2, ce qui peut s’ex-
pliquer par une redondance fonctionnelle au sein de cette
famille de genes. A I’inverse, la surexpression de ins-1 pro-
voque I'arrét au stade dauer des animaux transgéniques et
accentue le phénotype des mutants hypomorphes daf-2.
Cela évoque une action antagoniste de ins-1 sur son récep-
teur présumé daf-2 [18]. De fagon encore plus paradoxale,
la surexpression d’un autre ILP (ins-18) ou du géne codant
pour 'insuline humaine sous le contr6le du promoteur ins-
I, induit ce méme effet antagoniste sur la fonction de daf-
2, suggérant que le mécanisme d’inhibition de la voie daf-
2 par les ILP est plus général.
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Comment peut-on expliquer le r6le antagoniste de ces trois
ligands sur le récepteur daf-2 ? Il est peu vraisemblable
qu’il s’agisse d’un processus évolutif propre au gene daf-2
de C. elegans, ayant conduit a un effet antagoniste de la
liaison des ILP au récepteur. D’ailleurs, des arguments
génétiques indiquent I'existence, chez le nématode, d’ac-
tivités agonistes de daf-2 qui sont sécrétées par certains
neurones de facon dépendante du Ca?". Il parait plus pro-
bable que les trois ligands testés soient capables de se lier
au récepteur sans pouvoir I'activer, jouant ainsi un réle
d’inhibiteur compétitif vis-a-vis d’autres ligands ago-
nistes de la voie. On peut envisager, qu’en réponse a des
conditions externes favorables (nutrition), les neurones
connus pour intervenir dans la transformation dauer libe-
rent une combinaison de neuropeptides ILP capables d’ac-
tiver le récepteur daf-2. U'activation de cette voie, en pré-
venant la transition vers le stade dauer, permettrait le
développement normal du ver. Dans des conditions plus
défavorables, la libération d’autres ligands antagonistes
comme ins-1 et ins-18 bloquerait cette voie de signalisa-
tion et provoquerait la transition vers le stade dauer et
I'allongement de la durée de vie.

La conclusion a tirer de ces travaux pour ’homme est
double. Le nombre trés élevé de ligands de type insuline
chez les invertébrés contraste avec I’existence de récep-
teurs uniques. La logique évolutive qui tend vers la
diversité et la multiplication des genes chez les verté-
brés au regard des invertébrés est confirmée par I'exis-
tence d’un plus grand nombre de récepteurs chez les
mammiferes. Cette méme logique suggere fortement
qu’il existe encore de nombreux membres de la superfa-
mille de insuline a découvrir chez I’lhomme. Par ailleurs,
le role antagoniste de certains ILP chez le ver suggere
qu’un mécanisme de modulation des récepteurs de I’in-
suline ou des IGF par des ligands antagonistes, bien
qu’encore inconnus chez I’homme, puisse exister.
Linterét thérapeutique potentiel de telles molécules
dans le traitement de certains cancers impliquant les
récepteurs de I’IGF devrait stimuler pour les années a
venir les travaux de recherche dans cette voie. ¢

SUMMARY

Lessons from invertebrate insulin/IGF pathway

Recent studies have demonstrated that Insulin/IGF path-
way is remarkably conserved from invertebrates to mam-
mals. Genetic studies carried in Drosophila and C. elegans
have involved this pathway in the control of organismal
growth and ageing. More recently, a large family of insulin-
like molecules has been identified in these two systems,
which suggests that additional functions might be carried
by some of them, and also that new mammalian insulin-
like molecules still have to be discovered. ¢
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