LE RECEPTEUR A DINSULINE :
Structure et fonction

RESUME : Quelque 35 ans aprés les premiéres études in vitro
du récepteur a I’insuline, des progrés considérables ont été
accomplis dans la biologie structurelle de ’interaction insuline-
récepteur, et de la classe des récepteurs a tyrosine kinase en
général. Cette bréve revue tente de mettre en place les diffé-
rentes piéces du puzzle, en dépit de I’absence d’une structure
cristallographique détaillée du complexe insuline-récepteur, et
d’établir un modeéle qui explique le mécanisme d’activation du
récepteur, sa coopérativité négative et le déclenchement des
processus de signalisation intracellulaire.
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INTRODUCTION ET BREF HISTORIQUE

Lexistence d’un récepteur spécifique localisé
dans la membrane cellulaire pour expliquer les
effets métaboliques de I’insuline a été postulée il
y a pres d’un demi-siécle, entre autres par Rach-
miel Levine, un pionnier de la diabétologie qui
montra, dés 1949, que I’insuline stimule ’entrée
du glucose dans les cellules (pour revue, voir réf.
1).

Les premieres tentatives d’identifier le récep-
teur in situ a 1’aide d’insuline marquée a 1’iode
radioactif s’étaient avérées infructueuses en rai-
son de la nature non-spécifique de la liaison
observée. La méthode de marquage a l’iode
radioactif d”’hormones peptidiques par la chlora-
mine T, mise au point par Hunter et Greenwood,
méthode qui a permis le prodigieux essor de la
radioimmunologie, visait a obtenir une activité
spécifique maximale du traceur. En 1970, Jesse
Roth aux National Institutes of Health (NIH) a
Bethesda travaillant sur I’ACTH et, indépen-
damment, Ted Goodfriend a 1’Université de
Madison, travaillant sur 1’angiotensine, démon-
trent que cette haute activité spécifique est délé-
tere pour [’activité biologique fragile des
peptides, et mettent au point une méthode stoe-
chiométrique «douce» qui résulte en 1’obtention
d’hormones monoiodées a 1’activité biologique
intacte. Apres la démonstration de récepteurs
pour I’ACTH et I’angiotensine, la démonstration
de récepteurs a I’insuline dans les membranes
cellulaires de cellules hépatiques par House et
Weidemann a Canberra, Pierre Freychet et Jesse
Roth ainsi que Pedro Cuatrecasas au NIH, suit
rapidement (1). La «réceptologie» des hormones
peptidiques connait, dés lors, un développement
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explosif, déja évident lors du mémorable Inter-
national Symposium on Protein and Polypeptide
Hormones organisé a I’Université de Liege en
1971 par le regretté Professeur Henri Van Cau-
wenberge et ses collégues, auquel participent les
pionniers de cette nouvelle discipline ainsi que
les radioimmunologistes déja classiques, y com-
pris les futurs Prix Nobel Martin Rodbell et
Rosalyn Yalow. J’y fis la rencontre de Jesse Roth
qui m’invita a travailler dans son laboratoire.

Les études de liaison de 1’insuline marquée
permettront de démontrer in vitro 1’existence du
phénomeéne de «downregulation» du nombre des
récepteurs en présence de concentrations
accrues d’insuline (2), phénoméne démontré
ensuite in vivo chez la souris et ’homme obeses
insulinorésistants (3). Laffinité de la liaison de
I’insuline varie, elle aussi, en proportion inverse
de la concentration ambiante d’insuline, par un
phénomeéne de «coopérativité négative» (4,5).

Les premiéres études de relations structure-
activité, basées sur les propriétés de liaison d’in-
sulines de divers vertébrés, d’insulines modifiées
chimiquement ou préparées par synthése totale ou
par hémisynthése enzymatique, permettent de
cartographier une premicre surface de liaison au
récepteur sur la molécule d’insuline (4, 6), que
nous appellerons désormais la «surface clas-
sique» de liaison (voir plus loin) (1, 7).

I’AVENEMENT DE LA BIOLOGIE
MOLECULAIRE

Les progres de la biologie moléculaire dans
les années septante ouvrent la voie a la biosyn-
thése de 1’insuline par ingéniérie génétique en
1979; I’insuline humaine recombinante sera sur
le marché en 1982. De plus, il est désormais pos-
sible de modifier a volonté la séquence d’acides
aminés de la molécule d’insuline, permettant la
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biosynthése de nombreux analogues pour une
étude plus approfondie de ses relations struc-
ture-activité, ainsi que le design d’analogues aux
propriétés pharmacocinétiques améliorées pour
I’optimalisation du traitement des patients dia-
bétiques (8).

L ADN complémentaire du récepteur insuli-
nique est cloné en 1985 par les groupes d’Axel
Ullrich a Genentech (9) et Bill Rutter a Chiron
(10), et la séquence du gene déterminée peu
apres, fournissant des données essentielles sur la
structure et 1’organisation moléculaire du récep-
teur. Cette structure, comme celle de 1’insuline,
peut désormais aussi étre explorée par mutage-
neése dirigée. Il est aussi possible d’exprimer la
protéine du récepteur dans diverses lignées de
cellules et d’étudier le récepteur purifié. En
principe, il devient aussi possible de déterminer
la structure du complexe hormone-récepteur par
cristallographie aux rayons X, mais les diverses
tentatives n’ont pas encore été couronnées de
succes.

Me basant sur les données ainsi acquises et de
multiples approches expérimentales que la place
me manque pour décrire en détail, je résume ici
I’état actuel de nos connaissances sur la struc-
ture du récepteur et la nature de son interaction
avec la molécule d’insuline.

STRUCTURE DU RECEPTEUR A L’INSULINE

Le récepteur insulinique appartient a la super-
famille des récepteurs a tyrosine kinase (RTKs)
(Fig. 1), ainsi dénommeée parce que la partie
intracellulaire du récepteur comporte un module
enzymatique qui phosphoryle les chaines laté-
rales tyrosines de divers substrats intracellu-
laires, déclenchant les cascades de signalisation
(voir plus loin). On dénombre une soixantaine
de RTKSs dans le génome humain, groupés en 19
familles selon I’architecture du domaine extra-
cellulaire, lequel utilise une variété de modules
protéiques pour créer des sites de liaison spéci-
fiques pour le ligand, hormone, cytokine ou fac-
teur de croissance (Fig. 1). Les RTKs
comportent, en général, une seule chaine poly-
peptidique transmembranaire, a 1’exception des
récepteurs apparentés pour ’insuline et les fac-
teurs de croissance insulinomimétiques (IGF-I
et IGF-II, numéro 2 dans la Fig. 1), qui sont des
dimeéres covalents (deux sous-unités o extracel-
lulaires et deux sous-unités B transmembra-
naires) liés par un petit nombre de ponts
disulfures (Fig. 2). Mais il est important de noter
qu’a I’état activé, tous les RTKs sont des
dimeéres et sont, en fait, activés par un méca-
nisme de dimérisation induit par le ligand. La
dimérisation rapproche les deux domaines tyro-
sine kinase, permettant la phosphorylation d’une

I L (large domain)
D Cysteine rich

Fibronectin

type IIl
[ Acid box

56

Leucine-rich
.molil

:. Kringle

IPT/
TiG

WIF

v

i

i

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Jellyroll
beta sandwich
. Cadherin
Dead

'
.
L
.
.

kiusc: o
¥ Discoidin
.
"
.
.

@ Sam

O MAI

Tyrosine kinase

Figure 1 : La superfamille des récepteurs a tyrosine kinase. Reproduit avec permission de Gray S, Stenfeldt-Mathiasen I, De Meyts P, Horm Metab
Res 2003, 35, 857-871. Voir cette revue pour détails. Les différents modules protéiques qui constituent les domaines extracellulaires sont décrits a
droite de la figure. La sous famille n°® 2 (dimeres covalents) comprend les deux récepteurs pour I’insuline et les IGFs, ainsi qu’un «récepteur orphe-
lin» sans ligand connu.
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Figure 2 : Structure 02132 du récepteur a I'insuline. Adapté de la référence 7, voir cette revue pour détails. a. Vue schématique de I’organisation
générale du récepteur. Partie gauche : Schéma des séquences protéiques encodées par les 22 exons du géne du récepteur. Partie droite : Modules
protéiques correspondants, voir texte pour détails. b. Prédictions tri-dimensionelles des différents modules constitutifs du récepteur. La structure du
domaine L1-CR-L2 est modélisée d’apres la structure cristallographique équivalente du récepteur de I'IGF-1. La structure du domaine tyrosine
kinase (TK) est également une structure cristallographique. Les autres structures sont des prédictions théoriques. La structure tri-dimensionelle de
la molécule d’insuline est montrée au milieu, avec la surface «classique» de liaison montrée en jaune et la nouvelle surface de liaison en rouge. Les
deux fleches marquées 1 et 2 illustrent le mécanisme séquentiel bivalent postulé dans les références 1,5,7 (voir texte pour explications).

kinase par 1’autre («transphosphorylation»), ce
qui multiplie 1’activité enzymatique par un fac-
teur 30 et crée, en outre, des sites de liaison
(tyrosines phosphorylées) pour diverses molé-
cules impliquées dans la signalisation.

La structure du récepteur insulinique (Fig. 2)
est faite d’une série de modules protéiques, suc-
cessivement en partant de I’extrémité N-termi-
nale: un domaine L1-CR-L2 constitué¢ de deux
larges domaines globulaires (hélices B faites de
leucine-rich repeats) séparés par un domaine
riche en cystéines; trois domaines fibronectines
de type III (FnO, Fnl et Fn2), dont le second est
interrompu par une insertion de structure incon-
nue qui contient le site de clivage entre sous-uni-
tés o et B; le domaine transmembranaire, et le
domaine tyrosine kinase.

NATURE DE L’ INTERACTION ENTRE L’INSU-
LINE ET SON RECEPTEUR

Linsuline sécrétée par la cellule 8 du pancréas
circule sous forme monomérique; le monomere
est la forme bioactive de I’insuline, qui se lie au
récepteur cellulaire. A concentration supraphy-
siologique, I’insuline forme des dimeres, et en
présence de zinc, des hexameéres de 6 molécules
qui constituent la forme de stockage de 1’insu-

line dans les granules de la cellule B. Grace a la
structure cristallographique de I’insuline déter-
minée par Dorothy Crowfoot Hodgkin et son
groupe en 1969 (11), la nature des surfaces
impliquées dans la dimérisation et I’hexamérisa-
tion de 1’insuline sont connues avec précision
(Fig. 3). Nos travaux et d’autres ont montré que
ce sont largement les mémes surfaces que 1’in-
suline utilise pour se lier au récepteur (1,4,5,7).

Le role de la surface «classique» de liaison
(qui se superpose en grande partie avec la sur-
face de dimérisation), mentionnée plus haut, a
été confirmé récemment par alanine scanning
mutagenesis (balayage par mutagenése en ala-
nine) de I’insuline (1,7). Cette technique
consiste a remplacer systématiquement chaque
acide aminé par une alanine, dépourvue de
chaine latérale; une perte significative d’affinité
pour le récepteur démontre I’importance de cet
acide aminé pour la liaison au récepteur. Nous
avons, en outre, démontré récemment, par la
méme technique, I’importance d’acides aminés
impliqués dans la surface d’hexamérisation pour
la liaison au récepteur, cartographiant de la sorte
une nouvelle surface de liaison (1) (Fig. 2).

Différentes approches expérimentales ont été
utilisées pour situer sur le récepteur les surfaces
impliquées dans la liaison de I’insuline, y compris
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Figure 3. Monomere de I’insuline : Surfaces impliquées dans la
dimérisation (en jaune) et I’hexamérisation (en rouge) de la molé-
cule (11). Reproduit avec permission de la référence 1.

le balayage par mutagenése en alanine (1, 7).
Deux domaines ont été ainsi circonscrits, 1’un
dans le domaine L1, I’autre a la jonction L2-Fn0
(Fig. 2). En outre, un peptide d’une dizaine
d’acides aminés, dans ’insertion présente dans le
domaine Fnl, apparait essentiel, en coopération
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avec le domaine L1, pour créer un site de liaison
de haute affinité.

Il apparait ainsi que I’insuline se comporte
comme un ligand bivalent (comme 1’hormone de
croissance dont la structure du complexe hor-
mone-récepteur a été completement élucidée
(12)), dont les deux surfaces de liaison se lient a
deux sites distincts sur les deux sous-unités o du
récepteur (Fig. 2) et, en les rapprochant, favorise
le rapprochement des deux domaines tyrosine
kinase, et leur transphosphorylation, déclenchant
ainsi la cascade de signalisation intracellulaire.

La coopérativité négative (4, 5) pourrait résul-
ter d’une liaison alternative de I’insuline aux
deux paires de sites de liaison L1/L2-FnO, le
récepteur n’étant capable de fixer qu’une molé-
cule d’insuline a la fois avec haute affinité (7).
Ce mécanisme, qui réduit le temps de résidence
de I’insuline sur le récepteur lorsque la concen-
tration ambiante s’accroit, pourrait agir comme
un frein vis-a-vis de ’activité mitogene de I’in-
suline via son récepteur. Ainsi, des analogues,
dont la vitesse de dissociation du récepteur est
ralentie, ont un pouvoir mitogéne accru (13-15).

LES VOIES DE SIGNALISATION
INTRACELLULAIRE

Une description détaillée des mécanismes de
signalisation intracellulaire (Fig. 4) dépasse le
cadre de cette revue. La tyrosine kinase activée
recrute une famille de «docking proteins» (pro-
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Figure 4. Voies de signalisation intracellulaires du récepteur a I’insuline. Adapté de Saltiel AR et Kahn CR, Nature, 2001, 414, 799-806 ; voir cette

référence et texte pour explication détaillée.
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téines d’accostage) - IRS 1-6, Shc, Gabl - dont
les tyrosines phosphorylées par le récepteur
insulinique lient une variété de molécules de
signalisation. Ceci résulte en 1’activation de
deux voies principales de signalisation : la voie
de la MAP kinase (dont le réle pour I’insuline
est probablement cantonné a ’activation dans le
noyau cellulaire de la transcription de certains
genes) et la voie de la PI-3 kinase, qui joue un
role essentiel dans le transport du glucose via
I’activation de la kinase Akt/PKB, laquelle sti-
mule (par un mécanisme non encore €lucidé) la
translocation membranaire des transporteurs de
glucose GLUT4.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Des progres considérables ont été réalisés au
cours des trois dernieéres décennies dans notre
compréhension des relations structure-activité
de la molécule d’insuline et de son interaction
avec son récepteur et, plus récemment, dans les
voies de signalisation intracellulaires. Une étape
majeure reste a franchir, I’obtention d’une struc-
ture détaillée du complexe hormone-récepteur,
qui ouvrirait la voie a de nouvelles approches
thérapeutiques, y compris le design d’insulino-
mimétiques actifs par voie orale.
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