mas

SYNTHESE

médecine/sciences 1988 ; 4: 83-9

Jean-Louis Carpentier

Ma’itre d’enseignement et de
recherche a luniversité de
Geneéve

J.-L. Carpentier : institut d’histologie et
d’embryologie, CMU, université de Genéve,
1, rue Michel-Servet, 1211 Genéve 4, Suisse.

m/s n° 2 vol. 4, février 88

Internalisation et recyclage
du récepteur de l'insuline

Apreés avoir lié ’hormone au niveau des microvillosités de la
surface cellulaire, le récepteur de l'insuline migre vers des
domaines spécialisés de la membrane plasmique (invaginations
mantelées ou coated pits). Ces invaginations sont le site d’in-
ternalisation (endocytose) des complexes insuline-récepteur qui
s’associent ensuite avec les endosomes et les lysosomes. L’'insuline
est dégradée par les enzymes lysosomales alors que le récepteur
peut étre recyclé en direction de la membrane plasmique. Ces
processus qui contrdlent le nombre de récepteurs présents a la
surface cellulaire pourraient étre perturbés dans certaines situa-

tions telles que le diabéte et les résistances a I'insuline.

e récepteur insulini-
que est une protéine
intégrale de la mem-
brane plasmique de la
plupart des cellules de
I'organisme. Il est constitué de
deux sous-unités couplées par des
ponts disulfures. Les sous-unités
a et B du récepteur sont synthé-
tisées sous la forme d’une seule

chaine polypeptidique qui est -

ensuite clivée et a laquelle s’ajou-
tent des chaines latérales glucidi-
gues[l]. La séquence protéique

u récepteur insulinique est bien
établie : la sous-unité « est capa-
ble de lier I'insuline alors que la
sous-unité B posséde une activité
kinase permettant son autophos-
phorylation [2]. Parallélement a
sa synthése et a son insertion dans
la membrane plasmique, le récep-
teur insulinique peut étre sous-
trait de la surface cellulaire par
un processus appelé endocytose
adsorptive. Dans cet article nous
nous intéresserons plus particu-
lierement a ce processus d’endocy-
tose de I'insuline et de son récep-

teur et nous chercherons a en
établir les implications physiolo-
giques et physiopathologiques.

| Evénements de surface

La surface de la plupart des cel-
lules envoie dans le milieu extra-
cellulaire de fines projections
appelées microvillosités. Ces
microvillosités sont de longueur
variable, riches en éléments du
cytosquelette et dépourvues d’or-
ganelles. Ces projections procu-
rent aux cellules une large surface
de contact (figure 1, page 8%).
Lorsque des cellules cibles de I'in-
suline telles que des adipocytes en
culture (adipocytes 3T3-L1), des
hépatocytes fraichement isolés,
ou des lymphocytes humains en
culture (IM-9) sont incubées en
{;)résence d’insuline couplée a de
'iode 125 ('*I-insuline), la
radioactivité peut étre localisée au
microscope électronique par
autoradiographie quantitative [3,
4]. Si les cellules sont incubees
pendant un temps court, a basse
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température en présence du
ligand radioactif (la condition la

lus représentative de la liaison
mitiale de I’hormone aux cel-
lules), les grains autoradiographi-
ques sont retrouvés préférentielle-
ment associés aux microvillosités
[5]- En fonction du temps et de la
température d’incubation, 1''%]-
insuline se redistribue dans le
plan de la membrane et se
concentre progressivement dans
des invaginations de surface
caractérisées par. la présence
d’épines décorant le feuillet cyto-
plasmique de la membrane [5].
Ces invaginations sont des
domaines spécialisés de la mem-
brane ou se concentrent de nom-
breux ligands tels que les lipopro-
téines de faible densité (LDL) et
des facteurs de croissance
(figure 2). Les épines du feuillet
cytoplasmique de la membrane
sont constituées d’'une protéine de
poids moléculaire 185 000 appelée
clathrine ainsi que d’au moins

A

Figure 1. Vue générale au micro-
scope a balayage d’un lymphocyte
de la lignée IM-9. La surface de la
cellule forme de nombreuses microvil-
losités. (d’apres [5]).

Figure 2. Coated pit (invagination
mantelée) de la membrane plasmi-
que d'un fibroblaste humain en
culture, incubé en présence de
LDL couplées a de la ferritine
(fleches) et d’EGF marqué a l'iode
125 (grains autoradiographiques).
Les deux ligands sont concentrés dans
la méme coated pit (CP). (d'aprés [27]).
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deux autres protéines de poids
moléculaire inférieur. Ces invagi-
nations, appelées coated pits
(invaginations mantelées) se dis-
tinguent également par la pré-
sence d'une plus grande concen-
tration de particules intra-
membranaires (correspondant
aux protéines de la mem-
brane) [6], par I'organisation tri-
dimensionnelle de la clathrine
qui forme un réseau de penta-
gones et d’hexagones [7] et par un
mangque de sensibilité a la filipine
qui forme des complexes avec le
cholestérol des segments indiffé-
renciés de la membrane [8].

| Endocytose

Le role clé joué par les coated pits
dans le processus d’endocytose
adsorptive a été pour la premiére

fois établi par Anderson et al. qui
ont montré que l'internalisation
des LDL s’effectuait par leur
intermédiaire[9]. L’insuline,
concentrée dans ces domaines, est
internalisée par invagination pro-
gressive, rétrécissement du collet
dont les bords fusionnent et déta-
chement de la membrane plasmi-
qlue pour former une coated vest-
cle (vésicule mantelée). L’absence
de connexion résiduelle avec la
membrane plasmique, et donc la
nature vésiculaire de ces struc-
tures, a pu étre vérifiée sur coupes
sériées [10]. La durée de vie de ces
coated vesicles est de I'ordre de 1
a 2minutes; par un mécanisme
encore mal connu, le coat (man-
teau) se dissocie de la vésicule,
perd son organisation tridimen-
sionnelle, et ses sous-unités (les
triskélions) pourraient étre réuti-

lisées au niveau de la membrane
plasmique pour reformer de nou-
veaux coats [11].

Aprés son association avec les
coated vesicles, 1'"#I-insuline est
transférée dans un systéme de
tubules et de vésicules occupant
des domaines bien délimités du
cytoplasme périphérique [10, 12]
(figures 3 et 4). Ce systéme tubulo-
vésiculaire appelé endosome a un
contenu acide[13]. Cette acidifi-
cation a des répercussions fonc-
tionnelles importantes pour la
majorité des complexes ligands-
récepteurs qui transitent par ce
compartiment: pour certains
virus, cette acidification permet a
la membrane virale de fusionner
avec la membrane de I’endosome
et au virus d’avoir accés au cyto-
plasme ; dans le cas de la transfer-
rine, I’acidification permet au

Figure 3. Coupes fines d’hépatocytes de rat incubés en présence de '25l-insuline. Les grains autoradiographiques
sont associés avec : (A) le systeme tubulo-vésiculaire (tv) d’'un endosome, (B) une vésicule de recyclage (rv), (C) un corps
multivésiculaire (mvb), (D) un corps dense (lysosome) prés du complexe de Golgi.
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fer de se dissocier de son transpor-
teur et d’avoir accés au cyto-
plasme; pour de nombreux
autres ligands, l’acidification
induit une dissociation du ligand
de son récepteur, ce qui amene
chacun d’eux a étre séquestré dans
des domaines distincts et de suivre
des processus différents [12].

L’étape suivante du parcours
intracellulaire de l'insuline est
son association a des corps mul-
tivésiculaires [4, 10, 13, 14]
(figures 3 et 4). La biogenése de
ces structures reste mystérieuse :
sont-elles formées de novo ou
d’éléments endosomiaux ? Cela
reste a établir. Quoiqu’il en soit,
les corps multivésiculaires sem-
blent étre des structures intermé-
diaires dans un processus
continu, la structure suivante

étant le lysosome caractérisé
par son contenu riche en enzymes
protéolytiques actives a pH acide.
La distinction entre corps multi-
vésiculaires et lysosomes est rela-
tivement floue ; aussi, pour plus
de facilité, nous incluerons ces
deux types de structures sous la
terminologie « lysosome » dans la
suite de cette revue.

I Recyclage des récepteurs

Grace a des études morphologi-
ques et biochimiques impliquant
I'utilisation de dérivés photoréac-
tifs capables de se lier de facon
irréversible aux récepteurs insuli-
niques, il a été possible de mon-
trer que ce récepteur était interna-
lisé en méme temps que
I’hormone [15]. Ces mémes expé-

Insuline
N

Invagination (pit)

Mantelée (coated) P

Vésicule
(vesicle)

—~Récepteur de l'insuline

Membrane ———
~ plasmique |
!
‘l
Vésiculesde /[
recyclage ]
:’ 2

I
1
Récepteurs
nouvellement
synthétisés
1

Appareil
de Golgi

Figure 4. Schéma représentatif du trajet suivi par l'insuline et son
récepteur spécifique a la suite de leur interaction initiale a la surface
d’une cellule cible. Les membranes sont représentées en gris; les récepteurs
sont en rouge,; N = noyau.
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riences ont également démontré
que, a aprés son internalisation, le
rece teur insulinique était recyclé
irection de la membrane plas-
mlque[lﬁ] La separatlon du
ligand et du récepteur n’est pas
requise pour permettre le recy-
clage. En effet, I'insuline photo-
réactive couplée de facon cova-
lente au récepteur est recyclée en
méme temps que lui. Ce recy-
clage, qui s’effectue via les lyso-
somes, est cependant tres lent ; il
est donc probable qu’une autre
voie plus rapide nécessite une dis-
sociation du ligand et, comme
cela est démontré pour nombre de
récepteurs, survient a une étape
précoce de l'internalisation, vrai-
semblablement au niveau des
endosomes [13] (figure 4).

Induction et contréle
de I'endocytose

L’endocytose adsorptive est un
systéme d’internalisation trés effi-
cace puisque le ligand est concen-
tré aux sites d’endocytose (coated
pits). 11 est cependant important
de noter que la localisation ini-
tiale des récepteurs inoccupés
peut étre différente d’un récepteur
a l'autre. Certains récepteurs, tels
les récepteurs aux protéines de
transport (récepteurs des LDL,
récepteurs de la transferrine, etc.),
sont associés aux coated pits
méme dans leur forme inoccu-
pée; ces récepteurs occupés ou
non sont donc internalisés et recy-
clés de facon continue[17]. Ils
fonctionnent comme des tapis
roulants qui tournent continuel-
lement, indépendamment de la
présence de passagers (les
ligands). En revanche, les récep-
teurs insuliniques, comme la plu-
part des récepteurs pour les hor-
mones polypeptidiques et les
facteurs de croissance, sont, dans
leur forme inoccupée, en dehors
des coated pits (tel le récepteur
insulinique associé aux microvil-
losités). De tels récepteurs ont
besoin de la liaison a leur ligand
spécifique pour étre transportés
vers les coated pits. 1ls fonction-
nent comme des ascenseurs qui ne
se mettent en mouvement que si
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Figure 5. Effet d’un inhibiteur du recyclage sur la capacité des cellules
U-937 a lier la 1251-insuline. La monensine n‘a pas d’influence en I'absence
d’insuline mais, en revanche, elle accroit la perte de récepteurs insuliniques de

surface induite par l'insuline.

un passager en fait la demande.
Dans un tel contexte, il n’est donc
pas étonnant de noter qu’un inhi-
biteur du recyclage des récepteurs
(la monensine) induit une perte
de récepteur LDL de surface
méme en l’absence de ligand,
alors que la méme drogue n’a
d’effet sur le nombre de récepteurs
insuliniques de surface qu’en pré-
sence d’insuline [18] (figure 5).

Le mécanisme par lequel I'insu-
line induit l'internalisation de
son propre récepteur est mal
connu. Il a été suggéré que les
transglutaminases pourraient étre
impliquées dans ce processus
d’induction. Cette hypothése
avait comme point de départ 'ob-
servation d’'un parallélisme entre
I'inhibition de I'internalisation et
I'inhibition de 'activité transglu-
taminasique produites par une
série d’agents chimiques[19]. Il
est maintenant évident que d’au-
tres agents inhibiteurs des trans-
glutaminases n’ont pas d’effet sur
I’endocytose, excluant 1’hypo-
thése de départ [20]). Plus récem-
ment, il a été démontré que les
récepteurs pour divers hormones

polypeptidiques et facteurs de
croissance (EGF, PDGF, msulme)
s’autophosphorylaient a la suite
de la liaison de I'’hormone ou du
facteur de croissance [2]). On a dés
lors suggéré que cette phosphory-
lation pourrait représenter le
mécanisme d’'induction de I'inter-
nalisation. Des études récentes
montrant qu’un récepteur insuli-
nique ne disposant pas d’activité
tyrosine kinase n’est pas interna-
lisé sont en accord avec ce
concept [21]. En revanche, nous
avons montré qu’un anticorps
anti-récepteur insulinique est
internalisé a la méme vitesse que
I'insuline en dépit du fait qu’il
n’induit pas d’autophosphoryla-
tion du récepteur insulinique
[22]. En conséquence, 1a phospho-
rylation du recepteur msuhmque
ne semble pas étre le mécanisme
général d’induction de I'interna-
lisation du récepteur insulinique.
En ce qui concerne le contréle du
processus d’internalisation, nous
avons récemment testé le role de
deux candidats potentiels: la
concentration calcique intracellu-

laire et la protéine kinase C. S’il m—
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Figure 6. Internalisation de '25l-insuline et de '25]-glucagon dans des
hépatocytes de rats contréles (rectangles roses), de rats rendus diabé-
tiques a l'aide de streptozotocine (rectangles trameés rouges) et de rats
diabétiques traités a l'insuline (rectangles noirs).

s’avére que des variations de la
concentration calcique intracellu-
laire n’influencent pas I'internali-
sation de I'insuline, une stimula-
tion de la protéine kinase C par
un ester du phorbol induit en
revanche une augmentation
significative de I’internalisation
de ce ligand [23]. Des change-
ments de I’activité de la protéine
kinase C (par exemple, a la suite
de la formation d'un complexe
ligand-récepteur capable d’in-
duire une production de diacyl-
glycérol, 'activateur physiologi-
que de la protéine kinase C)
pourraient donc moduler I'inter-
nalisation des récepteurs insulini-
ques. De la sorte, les cellules
pourraient disposer d’'un méca-
nisme de communication entre
des récepteurs pour différents
ligands.

Implications
physiologiques

Les implications physiologiques
de I’endocytose adsorptive dépen-
dent essentiellement du ligand
considéré. Dans le cas des récep-

teurs des LDL, I’'internalisation
des lipoprotéines contenant le
cholestérol permet une libération
du cholestérol grace a I'interven-
tion des enzymes lysosomales. Ce
cholestérol libre module alors
I’activité d’enzymes intracellu-
laires et des récepteurs aux LDL
eux-mémes [24]. Dans le cas des
hormones polypeptidiques et des
facteurs de croissance, le role
direct de l'internalisation du
complexe hormone-récepteur
dans la transmission du signal
biologique reste obscur. Ce pro-
cessus parait en revanche impli-
qué dans la dégradation de I’hor-
mone et le contrbdle de la
concentration de récepteurs de
surface. Ainsi que nous l’avons
rapporté auparavant, ’insuline
s’associe avec les lysosomes qui
sont des organelles intracellu-
laires impliqués dans la dégrada-
tion de matériel intra- et extracel-
lulaire. La démonstration d’une
réduction de la dégradation de
I'insuline en présence de subs-
tances capables d’alcaliniser les
lysosomes et donc de réduire leurs
capacités protéolytiques a permis
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de démontrer le réle de ces struc-
tures, et donc du processus d’in-
ternalisation, dans la dégradation
de I'insuline [25]. Une telle obser-
vation n’exclut cependant pas la
possibilité d’'une dégradation par
des protéases neutres dont le site
d’action pourrait étre localisé au
niveau de la membrane plasmi-
que.

D’autre part, 'insuline et le récep-
teur insulinique étant internalisés
simultanément, le processus d’in-
ternalisation permet aux cellules
de moduler la concentration de
récepteurs insuliniques de sur-
face[14]. Cependant, il n’existe
pas de corrélation systématique
entre l'internalisation de I’insu-
line et la perte de récepteurs de
surface. Ceci est dii au fait que le
controle du nombre de récepteurs
de surface dépend non seulement
de linternalisation mais égale-
ment du recyclage, de la dégrada-
tion et de la synthése des récep-
teurs. Dans les cellules U-937, de
faibles concentrations d’insuline
induisent une perte de récepteurs
insuliniques de surface. Ces
récepteurs sont, en partie, retrou-
vés a I'intérieur des cellules. 11 est
donc clair que, dans ce cas, les
récepteurs sont transférés a I'inté-
rieur de la cellule ou ils sont soit
dégradés soit préservés dans cer-
tains compartiments intracellu-
laires avant d’étre recyclés. La
monensine, qui inhibe le recy-
clage, augmente la perte de récep-
teurs insuliniques de surface
(figure 5). Comme cette drogue
n’influence pas la fraction de
récepteurs destinés a étre dégra-
dés, ces observations démontrent
donc l'implication du recyclage
des récepteurs dans la régulation
du nombre des récepteurs présents
a la surface de la cellule.

Implications
physiopathologiques

Le diabéte insulino-dépendant
(typel) est caractérisé par une
hypo-insulinémie et une aug-
mentation du nombre de récep-
teurs insuliniques de surface. S’il
est vrai que l’endocytose est un
mécanisme qui permet de modu-
ler le nombre de récepteurs in-
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suliniques de surface, on peut
s’attendre a des altérations de ce
processus dans une telle situation
athologique. En effet, dans
thpo-insu inémie, induite chez
le rat par la streptozotocine, I'in-
ternalisation de I’insuline est
réduite. Ce défaut d’internalisa-
tion est corrigé par un traitement
insulinique et est spécifique de
I'insuline puisque !'internalisa-
tion du glucagon est augmentée
dans cette situation pathologique
caractérisée par une hypergluca-
gonémie (figure 6). Une méme
réduction de I'internalisation de
I'insuline a été observée dans des
monocytes fraichement isolés de
patients diabétiques insulino-
dépendants [26].
Il apparait donc que, dans des
états d’hypo-insulinémie, les cel-
lules essayent de s’adapter a cette
situation pathologique en aug-
mentant le nombre de récepteurs
insuliniques de surface par une
réduction du processus d’interna-
lisation.

l Conclusion

Apreés son association a un récep-
teur spécifique présent a la surface
de la cellule, I'insuline, couplée a
ce récepteur, pénétre a I'intérieur
de la cellule et le complexe insu-
line-récepteur est entrainé dans
une suite d’événements qui ont
pour conséquence de controler la
concentration d’insuline et de
récepteurs a la surfacedela cellule.
Une séquence d’événements simi-
laires a été observée pour d’autres
hormones polypeptidiques, pour
des facteurs de croissance et, ce qui
pourrait paraitre plus surprenant,
pour des ligands aussi différents
que les LDL, des toxines, des virus
ou des lectines. Une meilleure
connaissance de la biologie cellu-
laire du récepteur pour les LDL
a permis de mieux comprendre le
métabolisme du cholestérol. On
peutdoncespérer que,de la méme
maniere, I’élucidation des particu-
larités de la biologie cellulaire du
récepteur de I'insuline conduira a
une meilleure compréhension de
certains aspects de la pathogénie
du diabéte et de la résistance a I'in-
suline W

Summary

Following insulin binding on
microvilli at the cell surface,
the insulin receptor migrates
in the plane of the membrane
and concentrates in coated
pits. These invaginations

rick off to form vesicles
inside the cytoplasm and the
insulin receptor complexes
sequentially associate with
endosomes and lysosomes.
The insulin is degraded by
lysosomal enzymes while the
msulin receptor may be recy-
cled back to the cell surface.
This internalization recycling
process controls the number of
surface insulin receptors. It
could be modified in patholo-
gical conditions such as dia-
betes and insulin resistance
states.
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