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> Le facteur de transcription Fox0l est un des
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I’insuline et joue un role central dans 'adap-
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dans la régulation par rétrocontrole des axes
métaboliques et mitogéniques de I’hépatocyte,
régulation qui semble indépendante d’une liaison
directe a I’ADN. <

~___ _I'»sEm > [ ] Dans cet organisme modele, I'inactivation de daf-2 ou
de age-1 se traduit par un accroissement de la durée

Facteurs de transcription Forkhead, de vie, et I'inactivation concomitante de daf-16 sur ces

résistance aux « stress » et longévité fonds génétiques supprime le phénotype de longévité

[2]. Les génes régulés par DAF-16 et qui rendent compte

Des fonctions conservées du nématode a I’lhomme du phénotype de longévité sont impliqués dans la résis-

La plupart des protéines constitutives de la voie de tance au stress oxydant, la réparation des dommages a
signalisation de I’insuline sont conservées au cours I’ADN et les défenses immunitaires [3]. Cependant, la
de I’évolution. Chez Caenorhabditis elegans, I'acti- localisation nucléaire constitutive de DAF-16, résultant
vation de cette voie est déclenchée par la liaison au  de la mutation des sites de phosphorylation par PKB, ne
récepteur DAF-2 d’un ligand similaire a I'insuline. La  suffit pas a reproduire le phénotype de longévité, ce qui
phosphorylation du récepteur induite par ce ligand suggere que d’autres modifications post-traduction-
active AGE-1, orthologue de la sous-unité catalytique nelles de DAF-16 et/ou des facteurs accessoires sont
de la phosphatidylinositol-3-kinase, dont le princi- nécessaires pour expliquer le phénotype des mutants
pal effecteur est la kinase PDK-1 (PI3K-dependent de daf-2 [4].

kinase 1). Cette derniére active alors les kinases AKT1  De maniére intéressante, la résistance aux agents patho-
et AKT-2, homologues des kinases Akt/PKB humaines, genes qui accompagne 'inactivation de daf-2 serait en
ainsi que la kinase SGK-1 (serum- and glucocorticoid-  partie dépendante de la kinase p38 (PMK-1 chez le
inducible kinase 1). Ces kinases forment un complexe nématode) [5]. De plus, I'inactivation de p38 supprime
multimérique, qui contrdle le niveau de phosphoryla- en partie le phénotype de longévité des mutants de
tion de DAF-16, seul homologue connu des facteurs daf-2 [6]. Par ailleurs, en réponse a un agent oxydant
de transcription Forkhead. Chez le nématode, DAF-16 tel que le paraquat, la localisation nucléaire de DAF-16
est la principale cible de la voie de signalisation de et la réponse protectrice qui en résulte dépendent de la
P’insuline. €n réponse au ligand de DAF-2, DAF-16 est kinase p38 [7]. Ainsi, la résistance au stress oxydant

phosphorylé par les kinases AKT et SGK-1 sur trois rési- et aux agents pathogenes, qui participe au phénotype

dus conservés, ce qui induit son exclusion du noyau et de longévité chez le nématode, serait liée a 'action

son inactivation [1]. conjointe de DAF-16 et p38.
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Chez les mammiferes dont I’lhomme, la voie de I’insuline et de I’IGF-1
(insulin-like growth factor) est impliquée dans le déterminisme de la
longévité [8, 9] et les homologues de DAF-16 (sous-classe O des fac-
teurs de transcription Forkhead, Fox0) sont régulés de maniére néga-
tive par cette voie [10]. Les génes cibles des facteurs FoxO ont pour
fonctions de protéger du stress oxydant, de réparer les dommages a
I’ADN ou de combattre les agents pathogeénes [11, 40], fonctions dont
I’atténuation liée a I’dge participerait au vieillissement. U'ensemble de
ces données suggerent que I'implication des facteurs Fox0 et de leurs
homologues dans la longévité est conservée au cours de I’évolution.

Facteurs Forkhead et réle de suppresseur de tumeurs

Une fonction « indépendante » de la liaison a I’ADN

Chez les mammiféeres et chez I"homme, la sous-famille Fox « 0 »
compte 4 membres : Fox0la ou FKHR (Forkhead homolog in rhabdmyo-
sarcoma), Fox03a ou FKHRL1, Fox04 ou AFX et Fox06 dont I’expression
est restreinte au systéme nerveux, au thymus et aux reins. Les facteurs
Fox01, Fox03 et Fox04 ont été initialement identifiés chez "homme
comme étant impliqués dans des translocations retrouvées dans des
rhabdomyosarcomes alvéolaires ou dans des leucémies myéloides
aigués. Cette implication des membres Forkhead dans ces cancers et
leur r6le pro-apoptotique et favorisant la quiescence cellulaire leur a
fait attribuer un réle de suppresseur de tumeur [12, 13].

La capacité de FoxOl et de ses homologues a maintenir les cellules
ovariennes folliculaires ou les cellules souches hématopoiétiques
médullaires des mammiféeres a I’état quiescent est reliée a la durée
de vie de ces cellules. L'inactivation de Fox03 chez la souris se traduit
par une insuffisance ovarienne prématurée liée a I'entrée incontrdlée
dans le cycle cellulaire des cellules folliculaires. De maniére similaire,
I’inactivation ciblée et post-natale de FoxOl, 3 et 4 dans le tissu
hématopoiétique de souris est associée a une prolifération incontrélée
des cellules souches hématopoiétiques et a I’épuisement prématuré de
ce compartiment cellulaire.

De maniere intéressante, I’administration d’agents antioxydants a ces
souris supprime ce phénotype, ce qui suggere que la production accrue
de radicaux libres liée a I'inactivation des membres Fox0 favorise I’en-
trée dans le cycle des cellules souches [14, 41].

Les facteurs FoxO peuvent exercer leurs effets transcrip-
tionnels soit en se liant directement a ’ADN, soit indé-
pendamment d’une liaison directe a I’ADN en étant recru-
tés par d’autres facteurs de transcription [42]. Dans ces
deux cas de figure, les populations de genes cibles qui
sont régulés sont distinctes. La régulation par les mem-
bres FoxO de genes pro-apoptotiques est dépendante de
leur liaison directe a ’ADN. Ces génes codent par exemple
pour la protéine Bim ou le ligand du récepteur Fas [11].
€n revanche, il semble que la capacité des membres Fox0
a réprimer Iexpression de génes qui favorisent I'entrée
dans le cycle cellulaire, comme le géne de la cycline
D1, soit indépendante d’une liaison directe a I’ADN.
Cette capacité est également observée avec une forme
de FoxOl constitutivement nucléaire et mutée dans le
domaine de liaison @ PADN [15]. Cela peut s’expliquer
par I'interaction de FoxO1 avec un autre facteur de trans-
cription lié a ’ADN. Notamment, Fox01 et ses homologues
possedent un motif LxxLL, permettant leur interaction
avec les récepteurs nucléaires aux hormones [16].

Le réle déterminant

de la phosphorylation sur sérine 256

D’un point de vue physiologique, quels peuvent-étre les
signaux impliqués dans la modulation de la liaison a
I’ADN des membres Fox0 ? Le premier site phosphorylé par
PKB est un résidu sérine situé dans le domaine de liaison
a PADN de Fox0 (sérine 256 de FoxOl chez ’lhomme ou
$256). La phosphorylation de ce site diminue la liaison
de Fox0 aux éléments de réponse génique a I'insuline
(insulin responsive elements ou séquences IRE) contenus
notamment dans le promoteur de génes apoptotiques
[17]. €n Pabsence des phosphorylations qui favorisent
leur exclusion, des formes de FoxO phosphorylées dans
son domaine de liaison a ’ADN pourraient résider dans le
noyau. Dans des conditions optimales, la relocalisation
cytosolique de FoxOl induite par I'insuline serait de I'or-
dre de 60 % [18]. De plus, il est admis que I'activation
de voies de stress peut avoir un effet

dominant sur la relocalisation de Fox0
normalement induite par I'insuline. Si I'in-
suline et des signaux de stress sont pré-
sents conjointement, FoxO est relocalisé
dans le noyau malgré sa phosphorylation
induite par PKB [19, 20]. Un des effets

Figure 1. Métabolisme hépatique et statut
nutritionnel. PEPCK: phosphoénolpyruvate
carboxykinase ; FAS : fatty acid synthase ; ACC:

acétyl-CoA carboxylase; GK: glucokinase;
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PGC1-o: PPARY coactivator-1; G6Pase : glu-
cose 6 phosphatase (modifié d’aprés [32]).



du stress oxydant sur I’activité de FoxO est de réduire la
transcription de genes apoptotiques et d’augmenter celle
de génes de résistance au stress [21].

Une explication de ces résultats pourrait étre que I’inte-
raction réduite de FoxO1 avec les séquences IRE (consen-
sus TTG/ATTTTC) des génes apoptotiques augmenterait
sa disponibilité pour réguler I'expression de genes qui
contiennent dans leur région promotrice un autre élé-
ment de réponse appelé DBE (consensus TTGTTTAC). Ce
motif est notamment présent dans le promoteur du géne
de la superoxyde dismutase [22], enzyme impliquée dans
la détoxification des radicaux libres. €n accord avec cette
hypothese, des résultats récents suggérent que I'affinité
de Fox01 phosphorylé sur sérine 256 serait moindre pour
I’élément IRE que pour I’élément DBE [23].

Du fait de sa capacité a moduler la liaison a IADN, le
résidu sérine 256 peut étre considéré comme un « interrup-
teur» moléculaire, déterminant selon son état de phos-
phorylation quelle(s) sous-population(s) de génes cibles
FoxO active ou réprime. Cet état de phosphorylation peut
étre artificiellement reproduit par la substitution de la
sérine 256 par un aspartate d’une forme de Fox01 consti-
tutivement nucléaire (mutant Fox01-ADA). Ce mutant
nous a ainsi permis de montrer que dans le foie, Fox01
serait capable d’activer la kinase p38 indépendamment
d’une liaison directe @ PADN [24]. Il est alors possible
qu’une partie des fonctions de suppresseur de tumeur
attribuées aux membres FoxO soit liée a leur capacité a
activer la kinase p38, celle-ci étant considérée comme
un suppresseur de tumeur, notamment dans le foie [25-
27]. De maniére intéressante, elle a été impliquée dans la
répression de I’expression de la cycline D1 [28].

Facteur de transcription Fox01
et métabolisme hépatique

Le chef d’orchestre de I’adaptation

métabolique au cours du jeiine...

'adaptation du métabolisme cellulaire au statut nutri-
tionnel de I"organisme repose en grande partie sur
des mécanismes humoraux, relayés notamment par le
glucagon et I'insuline. Le foie joue un réle central dans
le maintien de I"homéostasie glucidique. Au cours du
jeline, il permet le maintien de la glycémie grace a la
glycogénolyse puis a la production de glucose de novo
(néoglucogenése) et a 'oxydation des acides gras. €n
phase prandiale, 'afflux de nutriments et la sécrétion
d’insuline qui en résulte inhibent la néoglucogenése
hépatique, favorisent I'utilisation et le stockage de
glucose sous forme de glycogéne (glycogénogenése) ou
d’acides gras (lipogenése) et permettent diverses réac-
tions anaboliques complexes (Figure 1).

M/Sn® 6-7, vol. 24, juin-juillet 2008

D’aprés un travail rapportant les effets de la surexpression d’une
forme constitutivement nucléaire de Fox01 (Fox01-AAA) dans le foie
de souris, ce facteur coordonnerait I’ensemble des voies métaboliques
hépatiques afin de permettre le maintien de valeurs normales de la
glycémie au cours du jeline [29]. Fox01 favorise notamment la néoglu-
cogenése ainsi que le catabolisme des acides aminés qui approvision-
nent cette voie, et s’oppose a la glycolyse et a la lipogenese. Au cours
de cette phase, il semble que FoxOl et la kinase p38 exercent dans
le foie des fonctions métaboliques également redondantes puisque
d’autres travaux ont montré que p38 favorise la néoglucogenese et
inhibe la lipogenese [30, 31].

Fox01 en phase prandiale précoce : un rdle insulino-sensibilisant
Uinsuline exerce ses actions humorales par sa liaison a un récepteur
membranaire portant une activité tyrosine kinase. La phosphorylation sur
des résidus sérine des protéines adaptatrices IRS (insulin receptor subs-
trates) favoriserait Iétat d’insulino-résistance qui est impliqué dans la
physiopathologie du diabéte de type 2 [33]. €n aval des protéines IRS, les
effets métaboliques de I'insuline impliquent I'activation séquentielle de la
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et des protéines kinases dépendan-
tes des phosphoinositides, PDK1 et PDK2. 'identité de la kinase PDK2 est
restée longtemps élusive et de nombreuses kinases ont été successivement
incriminées [34] jusqu’a I’identification récente du complexe mTorc?2
comme responsable de cette activité [35]. Les complexes mTorcl et
mTorc2 sont constitués respectivement par Iassociation de la kinase mTOR
(mammalian target of rapamycin) & la protéine Raptor ou & la protéine
Rictor [36]. Les kinases PDK1 et PDK2 phosphorylent la sérine/thréonine
kinase PKB, respectivement en position T308 et S473.

D’aprés de récents travaux, ces phosphorylations de PKB pourraient étre
indépendantes et en déterminer la spécificité de substrat. La phospho-
rylation de PKB en position T308 serait responsable de la plupart des
effets métaboliques de I’insuline, dont I’inhibition de la néoglucogeneése,
et la stimulation de la synthése de glycogéne et de la lipogenése. PKB
phosphorylée en position 308 entraine I'inactivation de la GSK-3 (gly-
cogen synthase kinase 3) et la phosphorylation de Fox01 sur la sérine
256 [37]. €n revanche, la phosphorylation de PKB en position 473 serait
responsable de la phosphorylation d’autres substrats, dont la thréonine
24 de Fox01 qui permet son exclusion nucléaire.

Nos travaux utilisant un mutant nucléaire de Fox01 mimant la phos-
phorylation de la sérine 256 (Fox01-ADA) sont en faveur d’un rdle
insulino-sensibilisant de Fox01 dans I’hépatocyte [24]. Dans des
cultures primaires d’hépatocytes de rat, FoxOl phosphorylé sur la
sérine 256 activerait PKB et favoriserait ainsi I'action de 'insuline.
De maniere intéressante, nous avons observé une augmentation d’ex-
pression d’IRS-1 et -2 en réponse a la surexpression de FoxO1-ADA.
Cependant, I'activation de PKB induite par FoxQOl persiste dans des
cellules hépatiques murines invalidées pour le gene [RS-2. Cela indique
donc que le mécanisme par lequel Fox0l active PKB n’implique pas
I"augmentation d’expression d’IRS-2 qui est induite par la surexpres-
sion de Fox0l. De maniére concomitante a I'activation de PKB, nous
observons également une augmentation de la phosphorylation sur
divers résidus sérine d’IRS-1, démontrant ainsi que cette phosphoryla-
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tion sur sérine ne donne pas lieu a une résistance a 'insuline dans ce
contexte expérimental. La surexpression de Fox01-ADA entraine effec-
tivement une augmentation d’activité des kinases impliquées dans
cette phosphorylation sur sérine, les MAPK (mitogen activated protein
kinase) ERK1/2 et les SAPK (stress activated protein kinase) JNK et
p38, sans modification de leur niveau d’expression.

Le mécanisme par lequel Fox01-ADA active PKB semble impliquer une aug-
mentation de la formation et de 'activité du complexe mTorc2. D’une part,
Fox01 augmente I"expression de la protéine Rictor qui entre dans la consti-
tution de ce complexe. D’autre part, I'activation de p38 par Fox01-ADA
favorise I’association entre les protéines mTor et Rictor et donc la forma-
tion du complexe mTorc2 qui phosphoryle PKB sur la sérine 473 (Figure 2).
€n aval de mTorc?, I'activité de PKB dirigée contre la thréonine 24 de Fox01
endogéne est ainsi accrue, ce qui favorise son exclusion nucléaire [24].
€tant donné que PKB est responsable de la plupart des effets de l'insuline,
FoxO1 nucléaire semble donc en favoriser les actions, directement et par
Pintermédiaire de la kinase p38. A notre connaissance, Pobservation de
la régulation du complexe mTorc2 par FoxO1 et par la kinase de stress p38
n'avait jamais été rapportée a ce jour [24]. Une autre étude rapportant les
effets de la surexpression ciblée de Fox01-ADA au niveau hépatique chez
la souris in vivo confirme que I'activation de PKB induite par FoxOl est
indépendante de sa liaison a ’ADN, et que les animaux transgéniques ont
une sensibilité accrue a Iinsuline. |ls présentent en effet une réduction des
taux circulants de glucose, d’insuline et de triglycérides en phase pran-
diale par rapport aux animaux contrdles [38].

Des fonctions de Fox01
relayées par la kinase p38

€n définitive, une série de données associées a nos travaux suggerent que
certaines propriétés attribuées a Fox01 et a ses homologues dans diverses
especes pourraient étre en partie liées a leur capacité a activer p38. Il
s’agirait notamment de I'implication des facteurs Forkhead dans le phé-
notype de longévité, dans la suppression tumorale ou encore dans la régu-
lation du métabolisme au cours du jeline et en phase prandiale. Bien que
I"activité de Fox01 fut initialement considérée comme antagoniste de celle

de I'insuline, il se dégage de la littérature et de nos travaux
la notion que dans le foie, la protéine Fox01 phosphorylée
et nucléaire jouerait un rdle insulino-sensibilisant, indé-
pendamment d’une liaison directe a I’ADN.

De récents travaux mettent en évidence certaines cir-
constances dans lesquelles PKB pourrait étre spécifi-
quement phosphorylée soit sur T308 soit sur S473. Deux
types distincts de phosphatases ciblent ces deux sites de
phosphorylation. La phosphatase PP2A déphosphorylerait
spécifiquement PKB sur son résidu 308 et la phosphatase
PHLPP ciblerait le résidu 473. De maniére intéressante,
I’expression de la phosphatase PHLPP serait réduite dans
certaines lignées cellulaires cancéreuses [39]. Dans ces
conditions ou PKB serait préférentiellement phosphorylée
en position 473, Fox01 serait exclu du noyau et incapable
d’exercer son activité de suppresseur de tumeur.

Conclusion

Les facteurs FoxO exercent d’importantes fonctions
métaboliques et anti-tumorales indépendamment
d’une liaison directe a I’ADN. Certains aspects de ces
fonctions nécessiteraient leur phosphorylation dans le
domaine Forkhead ainsi que la kinase p38. L'identifica-
tion précise des modifications et partenaires impliqués
dans les fonctions des facteurs FoxO est un défi majeur
car ils occupent une position stratégique a la croisée de
nombreuses voies de signalisation cellulaires. ¢

SUMMARY

Nuclear Fox01 as a bridge

beetwen metabolism and mitogenesis

The transcription factor FoxO1 plays a central role in the

metabolic adaptations to fasting. Furthermore, Fox01

and its homologs encode enzymes buffering ROS (reac-

tive oxygen species) or repairing damaged DNA, and are
involved in stalling the ageing process

across evolution. Our recent work con-

Récepteur .
de Iinsuline ducted in primary cultures of rat hepato-
cytes suggests new mechanisms by which
Plll(szs):r" PII‘(3*4 5)*', Foxol exerts some of these functions. They
oy %y ' 3
™[ | IpS! : —> (P Thr308 revealed an unexpected role for Foxol in
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and stress signals, and the existence of
multiple feed-back loops by which Foxol
integrates and controls these pathways.
Furthermore, these effects were found to
be independent of Foxol direct binding
to DNA. ¢

Figure 2. Fox01-ADA et voies de signalisation

cellulaires.
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