ACTIONS DE LINSULINE, DEREGLEMENTATION DANS LE DIABETE

Les cours porte sur les mécanismes moléculaires qui régulent les voies de signalisation de l'insuline. On va voir plus précisément la régulation négative, de la voie de

signalisation de I'insuline qui va conduire & I'établissement de la résistance.

I. ACTION DE L'INSULINE :

Tout d'abord, l'insuline est la seule hormone hypoglycémiante de I'organisme.
Schématiguement voici tous les mécanismes moléculaires qui sont induits par

l'insuline qui vont &tre détaillés :
e L'insuline se fixe sur son RECEPTEUR
e Cela induit une activation et une autophosphorylation de ce récepteur

sur un certains nombre de résidus tyrosines.

o Ces résidus tyrosine, et en particulier la tyrosine 960, vont pouvoir
interagir avec un certains nombres de PROTEINES SUBSTRATS (en
particulier les IRS)

e Les sites phosphorylés des substrats, vont servir de points dancrage a
d'autres molécules : les MOLECULES ADAPTATRICES

¢ Les molécules adaptatrices vont ensuite engager DEUX VOIES
différentes :

o Soit la voie des MAP kinase
*  Qui passe par le complexe grab2soc ? et raf/rap ?
o Soit la voie de la PIP3 kinase
»  Plus complexe, avec énormément de kinases qui
s'activent en cascade
> Pour conduire finalement aux EFFETS biologiques de ['insuline

1. RECEPTEUR DE L'TNSULINE :

L'insuline va agir avec un récepteur spécifique qui se trouve au hiveau des
tissus dits « /nsulino-sensible ». Ce récepteur possede :

une activité tyrosine kinase en s'auto-phosphorylant, et

induit la phosphorylation d'un certains hombres de substrats
o en particulier, on verra : les IRS : insulin receptor substrates.

STRUCTURE

Cest un hétérotétramere.
- Il est constitué de 2 sous unités alpha et
2 sous unités Beta.
o Les 2 sous unités alpha,
= sont strictement extra-
cellulaires,
» Clest elles qui vont liées a
I'insuline.
o Les 2 sous unités beta
* sont fransmembranaires.
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- Ondistingue une partie qui est :
o extra cellulaire
o transmembranaire
o : au niveau de la partie intra

cytoplasmigue, on découvre un certain nombre de domaines :
Y

* Le domaine juxta-membranaire
e situé directement sous la membrane
* Le domaine tyrosine kinase,
e C'est lui qui posseéde /‘activité kinase du
récepteur
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F ONCTTION:

L'AUTOPHOSPHORYLATION

Le récepteur a l'insuline possede intrinséquement une activité tyrosine
kinase, il est donc capable de s'autophosphorylé.

O msuLine

Pour mettre en évidence cette autophosphorylation, c'est trés facile :
1. Incubation de cellules avec du phosphate32 (élément radioactif)
2. Lorsqu'il y a phosphorylation, il y a incorporation de ce phosphate.
3. Stimulation et incubation des cellules avec I'insuline
4. Immunoprécipitation du récepteur d l'insuline avec un anticorps spécifique (/c/
plus particuliérement on va utiliser un anticorps qui est dirigé vers les sous
unités beta du récepteur).
5. Séparation des immunoprécipitats sur un gel polyacrilamide,
Autoradiographie

o

On arrive a obtenir un signal radiographique qui représente la
phosphorylation de la sous unité beta, a des concentrations trés faibles
d'insuline (10° M)

On constate aussi que la phosphorylation est proportionnelle a la dose
d'insuline que I'on a utilisée pour stimuler nos cellules.
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Comment se passe l'autophosphorylation ?
Le récepteur de l'insuline, est déja a I'état basal (contrairement d ce que /'on
aurart pu apprendre avec Mister Guidicelli) sous forme d'hétérotétramere
(toutes les sous unités sont déjd reliées entre elles par des ponts disulfures)

Lorsqu'il y a association de l'insuline avec les sous unités alpha_:
» Changement de conformation du récepteur
o qui va se produire au niveau des sous unités beta du
récepteur,
> Permet l'activation de I'activité kinase et de son autophosphorylation.

Les différentes autophosphorylations :
Son autophosphorylation, se fait sur un certains nombres de résidus
(représentés sur la diapo). En définitive, chacun des résidus de tyrosine
phosphorylé ne vont pas avoir la méme fonction :

Importante
Site majeur, pour le recrutement des

Tyrosine 960 substrats de l'insuline.

Tyrosines 11-46, 11-50, | vont permettre I'activation maximale du
11-51 récepteur.

Tyrosines 13-16, et 13- | dans la partie ¢ terminal
22

Ces molécules vont permettre la fixation d'autres molécules de signalisation :

les protéines substrats

Le récepteur de l'insuline, une fois qu'il a interagit, est internalisé pour &tre
recyclé.

2. LES PROTEINES SUBSTRATS

On a vu jusqu'a présent l'insuline qui se fixait sur son récepteur, qui va induire
son autophosphorylation sur les tyrosines. Mais il vay falloir, que ce signal se
transmette plus en aval, et c'est pour cela que les tyrosines vont interagir
avec un certain nombre de protéines.

Les protéines IRS sont des

protéines substrats.

Ces protéines IRS, une fois

phosphorylées, vont pouvoir

interagir avec d'autres

protéines adaptatrices.

Ce systeme va pouvoir, en définitive, médier, les effets biologiques de

I'insuline sur les tissus cibles (comme par exemple : le transport du glucose, ou
encore la croissance, la différenciation cellulaire, la synthése de lipides,

glycogene...)
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Les domaines d'interactions :

Pour qu'il y ait interaction, il faut qu'il y ait un certains nombres de domaines

d'interactions présents dans les protéines substrats :

PTB

DEF : PTB: Phospho Tyrosine Binding Domain
C'est un domaine qui fait a peu pres 150 acides aminés

PTB reconnait spécifiqguement : les tyrosines phosphorylées qui

sont placées dans une séquence consensus particulieres de type :

WYNPXY

(Asparagine -Proline - n'importe quel AA - Tyrosine)
Il a été montré que trés souvent on avait en amont de cette
séquence NPXY, un acide aminé hydrophobe ¥

C'est exactement |d ol I'on va trouver cette tyrosine 950

Rale : L'interaction du PTB avec la tyrosine 950, va permettre
une localisation des protéines au niveau de la membrane

glasmigue, on va rapprocher les substrats du récepteur au
niveau de la membrane plasmique, puisque la tyrosine 950 se
trouve dans le domaine juxta-membranaire

SH2

DEF : SH2 : Src Homology 2
C'est un domaine qui fait d peu prés 100 acides aminés

SH2 reconndit spécifiquement comme le domaine PTB, reconnalt
des tyrosines phosphorylées, mais ne reconnait pas les mémes : il
reconnait les tyrosines placées dans une séquence consensus :

Y(P)-X-X- W
C'est tres souvent une méthionine qui se trouve en derniere
position, donc souvent on parle de Y-X-X-M.

Cette liaison met en jeu une
ar'ginine particuliere, tres
conservée. Elle va de part sa charge
positive, créée un proche
d'ancrage. Cest a l'intérieur de

"
—  SH2
JP_
YXXVY¥

cette poche d'ancrage que va venir le phosphate, qui lui est
chargé négativement

Il va donc y avoir une attirance de la tyrosine négative (du fait
de son phosphate) avec /‘arginine positive comprise dans la poche
du

domaine Protéine & domaine SH2
SH2. =

= _ )

@ Domaine SH2

- R |

@

=

§T] _ /

z -

o

Groupement Phosphate
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On quitte les domaines qui vont interagir avec les tyrosines phosphorylées.

SH3

DEF :
SH3 est un domaine riche en proline.
C'est un domaine qui fait a peu prés 50 acides aminés.

Il est caractérisé par un grand sillon, dont le fond est
tapissé de résidus aromatiques, ol vont venir s'insérer
justement les motifs riches en proline.

SH3 reconnait spécifiquement : les
séquences de types :

P-X-X-P

La proline est souvent proche d'un résidu aliphatique.

PXXPX

PH

DEF : plextrine homology domain
Constitué de 120 acides aminés

Rdle : I permet de diriger une protéine vers la membrane,

et d'ancrer cette protéine dans la membrane.
Pourquoi ? Parce que le domaine PH est capable d'interagir
avec les phosphoinositines membranaires.

Le domaine PH interagit plus particulierement avec le PIP3.

En effet le phosphatidyl inositol au niveau de la membrane
peut-€tre phosphorylé sous de nombreuses formes (cf c/-
dessous)

FiPs FiPFs FiF2

PDK112

Le Phosphatidyl inositol non phosphorylé est un élément de la bicouche
lipidigue qui constitue la membrane plasmique. Le phosphatidyl inositol
possede trois sites probables de phosphorylation en 3', 4, et 5'.

> A l'état basal, le phosphatidyl inositol : est trouvé sous forme de

o phosphatidyl inositol bi phosphate,
o donc 2 fois phosphorylé
o enposition 4 et 5.
> Lorsqu'il y a activation de la voie de signalisation de l'insuline : il va y

avoir :
o transformation de ce PIP2 (PIP4, 5 phosphate) en PIP3
o donc avec 3 phosphates (PIP3, 4, 5 phosphate)
La kinase qui est responsable de cette réaction PIP2 < PIP3 est la PI3 kinase
(enzyme qui s'engage lors de l'action de l'insuline)

growth and
survival signad

P
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Les substrats de l'insuline :
On distingue plusieurs substrats au récepteur de l'insuline :

P13,4,5P PI-3,4-P

e IRS: insulin receptor substrate
e séquences assez conservées
o elles possédent toutes un domaine PH en Nterm,
o qui va donc permettre I'ancrage a la
membrane
o car interagit avec les PIP3
o Elles possédent également un domaine PTB

Proféines o qui lui va interagir avec la tyrosine 960 du
IRS récepteur
e Enfin elles possédent, une partie C term assez
- ++ variable
Liaison de proteines . . Yy ;.
via leur domaine PH o qui contient les différents résidus
comme PKB tyrosines
o qui vont pouvoir &tre phosphorylé par le

récepteur.

Effet de cette réaction :

Création d'un site de liaison pour les protéines qui possédent un site PH

TYR (16 /17) p185/190

(comme par exemple la kinase PKB)
Il faut savoir que ce PIP3 ne va pas rester sous la forme de PIP3, c'est une
forme qui est réversible : Au niveau des 3 isoformes de SHC, c'est essentiellement P46,
- par la phosphatase PTEN : PIP3 = PIP2 (PIP 4, 5 phosphate) Protéine | &t P92 quisont impliqués au niveau de la voie de signalisation
- Par la phosphatase SHIP2 : PIP3 -» PIP2 (PI 3, 4 phosphate) SHC de l'insuline.

p46/p52 / p66

La forme PI3, 4 phosphate en revanche, est irréversible : on ] La protéine GAP1 |

ne peut pas a travers cette forme recréer du PI3, 4, 5

Les protéines STAT5A, STATSB | qui sont des facteurs de
transcription

phosphate.
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3. L'ENGAGEMENT DES VOIES :

L'engagement de cette voie PI3 kinase implique la survie cellulaire, la
croissance, ou |'avancement du cycle cellulaire, c'est plus une voie
métabolique.

PI3 kinase :

Chronologiquement :
Protéines substrats : IRS-1 :
Phosphorylation des tyrosines.
Molécules adaptatrices : PI3 kinase
Les tyrosines phosphorylées sur IRS1 vont pouvoir reconnditre
d'autres protéines qui possédent des domaines SH2
Notamment sur la sous unité P86 régulatrice de la PI3 kinase

Cette PI3 kinase est capable de transformer PIP2 & PIP3
Le fait d'avoir créer le PIP3 permet le recrutement d'autres kinases
comme PDK1, et PKB
o qui vont Etre impligués en cascade, agissent les une sur les
autres.
La kinase PKB est une sérine-thréonine kinase
o qui pour étre complétement activée, doit également Etre
phosphorylée sur sa sérine 473,
o qui se fait par un autre complexe que I'on appel MTOR |

Voie PIP3

FIPZ ——_FIF3 PIPT__FIF3__PIF3

= “J mTOR | rictor
o L CEEE——

Survie celiulaire Croissance Metabolisme Cycle cellulaire

La MAP kinase :

Chronologiquement :
1. Protéines substrats : IRS1- SHC
2. Molécules adaptatrices : GRB2 & SHP2
La protéine adaptatrice - est complexée au facteur d'échange

505
- permet la transformation du - en -

o Cela conduit a l'activation de la cascade
o Qui conduit a l'activation de la kinase , et -

Transport du
Glucose

I

v
Clut:

Survie

Prolifération
Métabolismes : glucose,
protéines et lipides

Différenciation
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Voie MAPK

] 4. EFFET DE LA VOIE DE SIGNALISATION :
p— p— B PTE @
Cette voie MAP kinase . & == — 1] F Cette voie va par exemple permettre :
plus dédiée a l'induction gﬁ@ | - la translocation de GLUT4 au niveau de la membrane plasmique
de la différenciation, - - la transformation en glycogéne

et la croissance
cellulaire.

Tout cela permet de réguler I'noméostasie du glucose.
_ Super site pour mieux comprendre, si cela vous parart flou :
http://lwww.fachio.com/content/index.php?option=com_content&task=view&id=71&Itemid=96#IR

IS BE STONALTSATION ET REPONSES CELLULATRES

Question de MARC® : Comment sait-on quelle voie linsuline va-t-elle choisir
puisquelle passe toutes les deux par IRS1 ?

Réponse : Cest une trés bonne question ( © ), on ne connait pas encore tout
sur la spécificité, cest-d-dire, guest-ce qui va faire quune voie va étre
engagée plus que lautre. En fait, lorsque vous avez activation du récepteur par
linsuline, vous avez rarement une voie ou l'autre qui va étre engagée, vous avez
les deux voies qui vont Etre engagée, mais plutdt du cété MAP kinase, ou plutét
au coté PI3 kinase. C'est une question déguilibre

| MEK
PKB/Akt

|
La voie de signalisation de l'insuline, passe beaucoup par des phosphorylations : // \ \

SREBP-1c PDE-3B AS5160 65K FOXO01 Bad c-FOS

! oo

_ . rd . ’ . . A . -
soit sur sérine/thréonine, qui se passe plutdt en aval, au niveau des & - - =] & o
SUbSTr'GTS LIPOGENESE LIPOLYSE TRANSPORT SYNTHESE GLUCONEOGENESE SURVIE PROLIFERATION
GLUCOSE  GLYCOGENE CELLULAIRE  CELLULAIRE

- soit sur tyrosines, au niveau des premieres étapes
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Il faut réguler cette voie de l'insuline, méme dans les cas normaux.

Une fois que la cellule a mis en place cette voie de signalisation, elle va devoir
I'inhiber pour pouvoir &tre re-activée. S'il n'y avait pas ce systeme de rétro-
contrdle négatif, vous auriez une stimulation constante de l'insuline.

Quels sont les signaux qui vont permettre de moduler les voies de signalisation

de l'insuline ?

Baisse du niveau d'expression des protéines
clés

c'est par exemple le cas :

- Du récepteur a l'insuline,

- Du récepteur de glucose glut4,

- D'IRS-1

- De la P85 : sous unité régulatrice de la PI3-kinase

o Inhibe la voie de signalisation de l'insuline lorsqu'elle augmente.
Si on diminue |'expression de ces protéines, on va diminuer I'effet de
l'insuline.
Comment a-t-on pu démontrer tout cela ?

En laboratoire, on a pris un certain hombre de modéles animaux, qui sont des
modeles KO (knock-out), c'est-a-dire des souris dans lesquelles on a inhibé
I'expression d'une protéine particuliere.
On a inhibé I'expression du récepteur a l'insuline, dans un tissu bien
particulier soit :

- au niveau du muscle,

- au niveau du foie,

- au niveau du tissu adipeux,

- au niveau des cellules beta du pancréas.

II. REGULATION, ET DEREGLEMENTATION DANS LE DIABETE \

On a alors étudié I'impact de la non expression du récepteur a l'insuline
dans les tissus particuliers.
Qu'a-t-on montré ?
> Chez les souris chez lesquelles on a inhibé partiellement
I'expression du récepteur de l'insuline, de GLUT-4, ou d'IRS-1 :
o onn'a finalement pas d'impact au niveau de la physiologie
o ces souris sont parfaitement normales.
o L'expression était suffisante pour maintenir une homéostasie
glucidique.

> Chez les souris qui possédent a la fois une diminution du récepteur
a l'insuline, et une diminution du récepteur GLUT-4
o onaobtenu des souris diabétiques.

> Chez les souris chez lesquelles on a diminués a la fois I'expression
du récepteur a l'insuline et les protéines IRS :
o Onaobtenu des souris diabétiques

Les études concernant |'implication des protéines IRS ont permis de montrer
une certaine spécificité entre IRS-1 et IRS-2 :
> Chez des souris qui n‘'expriment plus IRS-1,
o ce sont des souris qui sont de petites tailles
o qui présentent une résistance a l'insuline assez modérée.
> Chez des souris qui ne présentent plus IRS-2 (protéine finalement
trés homologue a IRS-1)
o cette fois ci on a des animaux qui deviennent trés diabétiques
et tres tot.
Il y a donc une spécificité des substrats dans la voie de signalisation de
l'insuline.
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Puisque cette voie fait intervenir de nombreuses phosphorylations, on va voir

intervenir des phosphatases : soit des protéines phosphatases, soit des lipides

phosphatases

* Voie PIP3
PIP3—— _FIP2Z
e E g . % PTEN
H f g | \ SHP2
| 11
//; autre
PTP1IB  IRS-1 PP2a

Protéines phosphatases 1

Les tyrosines phosphatases :

PTP1B

Tres étudiées

protéine cytosolique d'environ 50kDa

Peut agir directement avec le récepteur a l'insuline
activé

diminue la phosphorylation de tyrosines sur ce
récepteur

Associée a la résistance de l'insuline.

Expression augmentée lors de |'obésité

Chez des souris n'ayant plus PTP1B :
o sont hypersensibles a l'insuline, et résistant a
I'obésité.

SHP2

Son expression est capable de diminuer la
phosphorylation sur :

o tyrosines,

o le récepteur a l'insuline,

o IRS1.

PTEN

Phosphatase membranaire

exprime son activité du cdté cytoplasmique.

Son expression diminue la phosphorylation sur
tyrosines d'IRS2.

Par immuno précipitations, il y a un contact direct
entre la phosphatase et le récepteur.

Suit le cycle dinternalisation du récepteur de l'insuline.
Exprimé dans des tissus insulino dépendants

impliqué dans la résistance a l'insuline, et augmentée
lors de l'obésité.

Lors de I'étude du diabéte, on a pensait que c'était des cibles potentielles pour
le traitement du diabéte. Le probléme : les protéines sont ubiquistes : elles
sont exprimées dans un certains nombres de tissus, mais également ne vont
pas agir seulement sur la voie de signalisation de l'insuline.

Les Thréonines phosphatases :

PP2A

. sont capables de déphosphoryler PKB sur
thréonine
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Transport du
Glucose

FCGAR] mlﬂl Crkil -

PTEN / SHIP2

it

Prolifération

Métabolismes : glucose,

Différenciation

o Déphosphoryle les phosphatidyl inosityl

o mais uniquement en position 5'

o va créer une forme irréversible de PIP2
Corrélation entre certains polymorphismes de \SHP2| et
SHPZ I'appari"rion du diabéte de type 2 -

» Chez des animaux chez lesquelles on inhibe
I'expression de SHP2 :
o on observe une hyperactivation de la voie de
la PI3 Kinase en réponse a l'insuline
o spécifiqguement dans le foie et dans le muscle

Les lipides phosphatases : 1

> Vont étre capables de transformer le PIP3 en PIP2

o Déphosphoryle les phosphatidyl insosityl
o en position 3'
o va donner une forme de PIP2 qui va pouvoir
redonner du PIP3
> La surexpression de PTEN au niveau des
PTE N adipocytes
o est capable de réduire le fransport de
glucose en réponse a l'insuline

o est capable de diminuer /Ayperglycémie
o et diminue /insulino résistance.

Ins lipid TNFa THFalILip

| 1 TT |

MTOR PKCE MEK JHK-1 KK

mTOR ERK PECs

PKE ERK mIOR AMPK
G| PKB
302 ?325 2 632 EE2TH
ks (_sﬁ'l) ® s" Si(Se(S G
' HI PTB
117 1233
155 350
YXXMS

La phosphorylation sur sérines 1

> L'inhibition de PTEN chez des souris diabétiques,

Au niveau du récepteur :
On pense aussi que le récepteur peut également €tre phosphorylé sur des
résidus sérines, notamment par la kinase PKC. On suppose, que d'autres
kinases telles que la PKA, ou la MAPkinase, pourrait aussi induire une
phosphorylation sur sérine du récepteur.
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Au niveau des protéines substrats :
Il va y avoir une phosphorylation sur sérines, particulierement sur celles des
IRS , via des sérines kinases :
Les sérines kinases ne jouant pas de régulation négative :

PKB, AMPk

» Ilyaalétat basal, des sérines qui sont phosphorylées sur les IRS, et
qui ne jouent pas un rdle de régulation négative, par exemple : celles en
vert (schéma d'au dessus).Elles ont plutét un réle positif sur la voie.

Pourquoi ?
o Elles sont juxtaposées a des résidus tyrosines phosphorylées,
o Elles protegent alors les résidus de tyrosines
o en empéchant |'action de tyrosines phosphatases.

Les sérines kinases jouant une régulation négative
mTOR, ERK
Ce sont les phosphorylations sur sérines qui vont jouées en rdle négatif sur la
voie de signalisation de l'insuline, par exemple celle en rouge.
Exemple 1 :

e La sérine 307 se situe dans le domaine PTB de I'TRS1.

e Une fois cette sérine phosphorylée cela va empécher l'interaction
d'IRS-1 avec le récepteur a l'insuline.

Exemple 2 :

e Les Sérine 612, sérine 632 bloquent le signal en aval, car elles
empéchent I'action d'IRS1 avec les protéines adaptatrices qui
possedent un domaine SH2

o comme par exemple la protéine p85 de la PI3 kinase.
Les phosphorylations sur sérine d'IRS :
e sont augmentées en cas d'obésité,
e vont diminuer l'interaction d'IRS
o avec le récepteur
o avec les protéines en aval.

Protéines inhibitrices :

SOCS

SOCs

SOCS

SOCS

Supressor Of Cytokine Signaling-3
Ce qui a été trés étudié au niveau de la voie de signalisation de
I'insuline, ce sont les protéines SOCSI, 2, 3

« inhibe la voie de l'insuline par compétition
e Rentre dans la famille des protéines SCOS :
o 8 membres de SOCS 1a SOCS 7 + la protéine 6.

P-tyrosine hinding
[STAT com petitor)
Kina=se domain binding

Elongin BIC hinding
(Kinass inhibitar) I

[ubiguitination)

/

KIR SHZ S0OCS Box

[T D
[ D
I

SO0CS51and SOCS 3

SOCS 2 and CIS

e SOCS4t0SOCS7 |
Les domaines :1
o Domaine Nterm
* assez variable.
o Domaine SH2
* trés conservé
* permet d'interagir avec tyrosines
phosphorylées
o Domaine SOCS box :
* domaine tres conservé
* impliqué dans la dégradation de ces
protéines par le protéasome.
o Le domaine KIR :
* Kinase inhibitor regions :
* Domaine retrouvé spécifiquement au niveau
de SOCS1 et SOCS 3,
* inhibe /activité kinase de protéines
auxquelles il s'associe,
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SOCS

SOCS

SOCS

o Domaines ESS :
* retfrouvé dans SOCS3
* impliqué dans l'interaction avec les
tyrosines phosphorylées
o Domaine PEST :
* Retrouvé dans SOCS3
* Impliqué dans le recyclage/turn over de la

protéine
Petites protéines :
o 30/60KDa

Protéines peu ou pas exprimées a |'état basal
Comme elles interviennent dans des mécanismes de rétro-
contrdle négatif :
o larégulation de leur expression est assez fine
o Elles présentent une expression qui est :
* trés rapide et
* tres transitoire
Cette expression ce fait en réponse a des stimulis trés
particuliers :
o Les cytokines, les facteurs de croissance,
(insuline, leptine)
o Les stimuli vont induire I'expression de SOCS
o SOCS va venir inhiber la voie de signalisation qui a
permis leur expression
L'expression de SOCS est ubiquiste
La cinétique d'expression dépend du tissu, du stimulus
L'expression de SOCS est augmentée dans certaines
conditions pathologiques :
o  condition d'inflammation, de résistance a l'insuline

S0OCS

SOCs

SOCs

Possible Mechanism of Regulation of Insulin Sensitivity

by SOCS Proteins IEN-y Obesity

Insulin TNF-c Inflammation
IL-6 Trauma
I ‘ Infection
— o) | O
—| IRS proteins Insulin ol o)
resistanceT e
STAT
. NFxB

Expression des SOCS en réponse a l'insuline :1
Chronologiguement pour le récepteur a |'insuline_:(a gauche)
e Insuline se fixe au récepteur
e Activation du récepteur
e Interaction avec IRS (non visualisée sur schéma)
o Le récepteur recrute le facteur de transcription STATS5B
e STATER interagit avec la tyrosine 960 de ce récepteur
e Phosphorylation de STAT5E par le récepteur
e Induction de la formation de diméres de STAT5B
e Sous cette forme de dimére exclusivement que STAT5B
va pouvoir €tre ciblé au noyau
e Induction de I'expression de génes : comme -
- EOESE v
o Effectuer un rétro-contrdle négatif sur la voie de
signalisation de l'insuline.
o Mais aussi inhiber la voie de signalisation des
cytokines (cf ci-dessous)
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SOCS

SOCS

SOCS

Possible Mechanism of Regulation of Insulin Sensitivity
by SOCS Proteins IEN-y Obesity

Insulin TNF-o Inflammation
IL-6 Trauma

‘ Infection
a—| IRS proteins Insulin R E 3 @)
g resistance o °
Q)

9 NF«B

Chronologiquement pour le récepteur des cytokines :(A droite)
e lerécepteur des cytokines ne posséde pas d'activité
tyrosine kinase intrinséque.
e D'ol le Recrutement d'une kinase JAK
e JAK induit le recrutement et l'activation de STAT
e dimérisation de STAT

e expression de -

o rétro contréle de BB sur la voie des cytokines

Voila les deux exemples de rétro contrdle négatif de -
sur la voie de signalisation qui a induit son expression
Il peut y avoir des connexions entre les différentes voies de
signalisations. On va voir comment les cytokines peuvent induire
l'inhibition de la voie de Dt

e Si activation du récepteur des cytokines :
o via interféron gamma, TNF-alpha, ou interleukine 6
o qui sont des cytokines que l'on trouve augmenté
dans des cas d'obésité ou d'inflammation par
exemple
e Donc activation de STAT :
¢ Donc activation de |'expression de -
e Donc - va avoir :
o une action en plus de la voie de signalisation des
cytokines
o uneaction sur la voie de signalisation de
I'insuline :
=  QU'il va venir inhiber en faisant
compétition au niveau du récepteur
> Cela va: empécher l'interaction des protéines IRS avec le
récepteur
o Donc inhibition par compétition
> Cela va : Diminuer le signal en aval des IRS
> Donc induire un état d'insulino-résistance.

Les protéines - sont capables également de réguler la voie de
signalisation de l'insuline par un autre mode :
les dégradations des protéines IRS via le protéasome.
Elles induisent leur ubiquitinisation, et leur dégradation par le
protéasome.
Il existe dont une double action des protéines -

SOCS a des effets variés selon le tissu que I'on considere : elles
sont capables d'inhiber certaines voies de signalisation (cytokine,
insuline), mais elles sont également capables d'inhiber la voie de
signalisation de /hormone de croissance, de la leptine.
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Protéines
Glyquées

Protéines

Glyquées

Protéines
Glyquées

Protéines
Glyquées

The AGE Pathway

Glucose
| sLycoLysis | T
Glycation
Lipid Trioses phosphate
Peroxidation Ketone bodies Emadorn Products
I ——
a-oxoaldehydes Glyoxal Mohxlil!oxal 3- desoxyglucosone
CML CEL Pyrraline CML Pentosidine Pyrraline

Advanced Glycated End-products

(La Prof ne sattarde pas sur cette partie, cf cours de Guidicellr)
Ces produits de glycation sont produits par une hyperglycémie
chronique :
e Formés par des réactions non enzymatiques
o entre les groupements aminés des protéines et le
glucose (ou un de ses dérivés)
e Formés soit d I'extérieur de la cellule :
o ace moment lails utilisent le glucose,
e Soit dl'intérieur de la cellule :
o ils utilisent les précurseurs alpha-céto-aldéhyde,
o ol l'on forme du
= glyoxane,
»  3déoxy glucosome ,
*  méthyl glyoxane
e Formation des produits de glycation :
o 1° étape : formation d'une base de schiff.
* Se fait assez rapidement (qlq heures).
» Réaction non enzymatique, réversible.

Protéines
Glyquées

Protéines
Glyquées

2°™ étape : formation des produits d'Amadori.

» Réactions en quelques jours.
* Produits Stables. Réaction irréversible.
3°™ étape : Produits d'Amadori transformés
= soit par une
e en CML ou pentosidine,
= soit en utilisant une
e en formant du pyrraline.
Les réarrangements des produits d'Amadori
peuvent aboutir aux alpha-oxo-aldéhyde :
»  glyoxal, méthyl glyoxal, et le 3déoxy
glucosome
»  produits de glycation avancés.
Ces oxoalpha aldéhyde peuvent également étre
formés a partir :
= de produits de la glycolyse,
* mais aussi par le biais de la péroxydation
des lipides.
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Modulation of insulin action by glucose and

derivatives

PROTEINS
HIGH

GLUCOSE

——

e e

AGES

GLUCOSE \‘®
P
_. W . Function ¥
INSULIN ACTION
TRIOSES-P MGO = (MGO Degradation
INSULIN
METHYLGLYOXAL (MGO) RESISTANCE

e Produits de glycation extra cellulaire_: Pour avoir un
effet intra cellulaire : 1
o Interaction avec des récepteurs RAGE
o Activation de la kinase PKC alpha
o Induction de la phosphorylation sur sérine des
IRS
»= donc diminution de la fonction des IRS

e Produits de glycation intra cellulaire (plus
particulierement aux méthyl glyoxal)
o Fixation directement sur les protéines IRS, donc :
= diminution de la fonction des IRS +
* augmentation de leur dégradation
* Diminue I'effet de l'insuline
Joue donc un rdle important dans la résistance de l'insuline

SYNTHESE :

Les différents mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance a

I'insuline : (schéma ci-dessous)

Les qui interviennent dans les premieres étapes des la
phospho'l’yr‘osines voie de signalisation de l'insuline sur les substrats
phosphatases
Les action plus en aval
phosphoinOSiﬁdes
phosphatases

comme BOES

qui vont induire
inhibitrices - soit la dégradation des substrats

Les protéines

niveau du récepteur

- mais également la compétition du substrat au

Los Ay capables de phosphoryler les substrats IRS sur
sérine

kinases :

Les produits de

notamment les produits de glycation avancés qui vont

glycation avoir un effet négatif
Regulation of Insulin P
Action Insulin Receptor
P P
Metabolites g l_
== = Glucose D,
p‘c, = Lipids

Serine kinases B
Phosphotyrosine

&
IRS 7 phosphatases
= (E
Stress Phosphoinositide
Inflammation Pheosphatases
Infection )
Starvation e PKEB
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IIT. SIGNAL PRIMAIRE INDUISANT LA RESISTANCE A L'INSULINE

Le diabéte de type 2 est caractérisé par deux mécanismes majeurs :
e Une résistance a l'insuline
e Un défaut de sécrétion d'insuline
L'origine de ce diabéte de type 2 est multifactoriel : facteurs
environnementaux et génétiques.

1. LES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Ces facteurs environnements sont :

dits excés calorigues, surpoids, obésité, mangue dactivité

extérieurs | Phrsigue..

dits produits de la cellule en réponse aux facteurs

intérieurs environnementaux : les adipokines (sécrétées par
I'adipocyte), I'adipotoxicité, la lipotoxicité

> Physiologiquement, en réponse d une augmentation de la glycémie il y a

o synthese d'insuline par les cellules beta pancréatiques,

e insuline va &tre ciblé au niveau de tissus périphériques majeurs

e pour induire les effets biologiques de la régulation de la glycémie.

> Lorsque l'on a une résistance qui s'établit au niveau de ces tissus
périphériques :

e la premiére chose qui va se produire : hyperinsulinémie qui s'installe

o [liée a une hypersécrétion d'insuline des cellules beta
o  pour contrer la résistance a linsuline
o Cela marche un temps.

e Onarrive alors d une insuffisance des cellules beta
o linsulinémie est n'est plus capable de contrer la résistance a

linsuline,
o aboutissant a une hyperglycémie chronique - diabéte

Le principal phénomene qui intervient dans la résistance a l'insuline c'est une
hyperinsulinémie, c'est donc trés bon indicateur de résistance a I'insuline

Cette hyper insulinémie conduit a un état d'hyper phosphorylation sur sérine
d'IRS1

L'hyperglycémie, générent des effets toxiques :

e endiminuant l'activité du récepteur a l'insuline,
e endiminuant la sécrétion d'insuline par les cellules beta,
e enaugmentant la glycation des protéines

Les Adipokines :

Ce sont des molécules qui sont capables d'étre synthétisées et sécrétées par

le tissu adipeux. Pendant longtemps, on a pensé que le tissu adipeux jouait un
role de stockage des graisses. En fait pas du tout, c'est un organe sécréteur a
part entiére, tel que : la leptine, les cytokines (TNF alpha, interleukine 6), des
acides gras circulants, la résistine, ou encore |'adiponectine
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ADIPOKINES

Maigre Obeése

TNQ Y TNF-? D @Hine
7N

Leptine

[ Vg [0

f
i (’
\'\Adiponectine

AG |
"~ Adiponectine

Chez un sujet | le tissu adipeux, va étre capable de synthétiser en grande

mince capacité

la leptine

les cytokines,

la résistine,

les acides gras circulants et
I'adiponectine.

profil différent : les adipocytes vont :
hypersécrétés la leptine, les cytokines, la résistine,
les acides gras circulants, en revanche,

Chez un sujet
obése .

« il vay avoir une baisse de I'adiponectine.

Pourquoi cette baisse d'adiponectine est importante ?

L'adiponectine, est la seule adipokine qui joue un role positif sur la voie de
signalisation de l'insuline. Toutes /es autres adipokines ont un réle négatif.
Dans l'obésité on va alors :

e augmenter les adipokines qui ont un réle négatif sur la voie de
l'insuline, et
e diminuer la seule adipokine qui a un réle positif sur la voie de l'insuline

Le diabéte de type 2 est corrélé a un déréglement de la balance énergétique.
> La balance énergétique normalement prend en compte deux
paramétres :

o /aprise alimentaire, et

o Ja dépense énergétigue
e qui sont tout deux en équilibre.

> Lors d'une déréqulation de la balance énergétique on a souvent

e une prise alimentaire disproportionnée par rapport
e d/a dépense énergétigue,
e on va avoir apparition d'obésité.
Cette obésité est souvent associée a des désordres métaboliques comme le
diabete de type 2 ou les maladies cardio vasculaires.

Sur un diagramme simple, on s'est rendu compte tres tat, qu'il y avait une tres

forte corrélation entre : . o P
Relation graisse visceérale et sensibilité a I'insuline

e laprésence de graisse

10+

viscérale et

e la sensibilité a l'insuline d'un
individu

> ce sont deux parametres

Insulin Sensitivity (umelimin/kg lean mass)

inversement proportionnels.
20 25 ZilU 5; o 45 457 ) V;STU’ i

% Central Abdominal Fat
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Les différentes adipokines :

Le
TNF
alph

>

Comment se passe la réqulation des cytokines sur la voie de

fait parti des cytokines,
capable de diminuer la signalisation de l'insuline
o endiminuant lactivité tyrosine kinase du
récepteur,
diminue la quantité
o de transporteur de glucose GLUTH4, et
o durécepteur de linsuline
In vivo, lorsqu'on neutralise le TNF-alpha chez des
souris obéses :

o onarrive a augmenter la sensibilité a l'insuline.

Probléme : résultats de neutralisation chez I'homme
décevants

C'est un bon exemple, montrant l'inter-relation entre deux voies

signhalisation de l'insuline ?

(tout cela n'agit pas de maniere isolé).

IR [} TNFao

R TNFa

KINASE

Jnk | | map2k | | MAP3K |

1 Le TNF, quand il agit avec son récepteur, permet
I'activation des kinases de stress (par ex : JnK)
induisant des phosphorylations sur sérines des IRS :

> rdle négatif dans la voie de l'insuline

La
résistine

>

sécrétée par les adipocytes.
Surexprimée dans |'obésité.
Lien entre l'obésité et la résistance a l'insuline.
o L'administration de résistine a des souris :
*  augmente la résistance a l'insuline.
o Sa neutralisation
* augmente la sensiblité a l'insuline
le probléme : reproduction des résultats chez
I'nomme., car la résistine chez I'nome est trés tres
peu exprimée par rapport a I'animal.
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La
leptine

I'hormone de la satiété (au niveau de I'nypothalamus).
Surexprimée lors de |'obésité.

Joue-t-elle- un réle inhibiteur sur la voie de
linsuline ? encore a I'€tat d'hypothése.

Adiponectine

Adiponectine

Adiponectine

Adiponectine

o seule adipokine qui a un réle sensibilisant sur la voie
de l'insuline.
e Particularité : seulement produite par les adipocytes
de petite taille
o que l'on trouve donc chez des individus
plutdt minces.
e Son taux plasmatique est diminué
o lors de l'obésite et
o diabéte de type 2.
e Lorsque l'on injecte I'adiponectine :
o onest capable de diminuer I'obésite,
o on augmente la sensibilité a l'insuline.
e Soneffet : par 'augmentation de I'oxydation des
acides gras libres :
o amélioration de la signalisation de l'insuline
o inhibition de la néoglucogenese.

ADIPONECTINE
Stimulateur endogéne de I'effet de l'insuline 7

e Male (N = 120)
® Female (N = 128)

R=028
38 P <0.0001

‘e Ty WL . % e
14 mcﬂg"
. n. w a..%
92,3 ¢, o
8 o5 R
o o . .q ?-u .

. %%,

Adiponectine
8
og
b
. &
1 4
5 g8l
A, o
ob ¢ plat e %
3\-:9.9 ® fo
T At
-
o
o
Sensibilité & l'insuling

02

7 20 54 7 20 54

% masse graisse Adiponectine

Adiponectine

Adiponectine

Adiponectine

Adiponectine

e La corrélation entre le pourcentage de masse grasse

et la quantité d'adiponectine :
o inversement proportionnel
e Lasensibilité a l'insuline en fonction de la quantité
d'adiponectine :
o proportionnel

Adipocyte

AG libres

ADIPONECTINE

-

Augmente
AG libres

la p-oxydation
h des acides gras.
circulants

Diminution de la
production hépatique
de glucose.

En résumé : I'adiponectine est synthétisé par I'adipocyte,
ciblé au niveau du foie, muscle squelettique.
e Induite au niveau du foie permet :
o diminution de production de glucose
o augmentation I'oxydation des acides gras
au niveau du muscle

Ce qui conduit a une diminution des acides gras libres
circulants, cela est important, puisqu'ils ont eux aussi un
effet délétére sur la voie de l'insuline.
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Les acides gras libres : LIPOTOXICITE
sont augmentés lors de
ACIDES GRAS

I'obésité, induisent une
résistance a l'insuline,

_ e . PANCREAS PERI;EES:ISQUES
diminuent l'utilisation du

MUSCLE:
glucose par‘ le mUSC'e' Ac;-IIJDRNSE;LEJZ:IE-ﬁg:ISE TRANSPORT GLUCOSE
IndUISenT une D'INSULINE OXYDATION GLUCOSE
lipotoxicité des cellules
REPONSE RESISTANCE A

beta SECRETOIRE L'INSULINE

AU GLUCOSE

Besoin élevé
en insuline

Augmentation
glycémie
(glucotoxicité)

Augmentation
taux acides gras libres
(lipotoxicite)

Stress au niveau
de la cellule B

Déclin cellule p

L'effet délétére au niveau des cellules beta, c'est ce qui va faire basculer
I'¢tat d'insulino-résistance vers un diabete de type 2.

Schéma récapitulatif des différents niveaux d'action des acides gras libres

(=FFA) au niveau de la cellule musculaire : 1

Les FFA ont un réle au niveau de la mitochondrie, mais également au niveau
des différentes étapes du métabolisme du glucose, mais également peuvent
avoir un réle sur la glycogéne synthase et inhiber le stockage sous forme de
glycogéne.

2. FACTEURS GENETIQUES

Derniers facteurs pour la régulation de la signalisation de l'insuline .

Le diabéte de type 2 fait a la fois intervenir des facteurs environnementaux
et des facteurs génétiques. On pense qu'une part des prédispositions
génétiques seraient liés a des facteurs de transcription PPAR .

En effet, ces facteurs de transcriptions PPAR jouent un rdle important dans
I'noméostasie glucidique. Il y a différentes formes des facteurs PPAR : qui
vont &tre plus ou moins spécifiques du tissu que I'on considére.
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Transcription

(

PPAR
alpha

joue un rdle important au niveau du foie
augmente |'oxydation des acides gras,
augmente la lipolyse

augmente les HDL

Induit la diminution des triglycérides,
Cela a donc un effet plutét bénéfique des
lipides circulants.

PPAR
beta, ou
delta

Au niveau du muscle et des adipocytes
Augmente l'oxydation des acides gras
augmentation des HDL

Effet : diminue la masse corporelle et
augmente la sensiblité a l'insuline

PPAR
gamma

a des effets au niveau de I'adipocyte, du foie,
et du muscle.

Au niveau de l'adipocyte : diminue la
sécrétion de facteurs circulants.

On pense que des modifications d'origine génétique de I'expression de cas
facteurs PPAR, pouvaient prédisposer a un état d'insulino-résistance.
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