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Biochimie 

métabolisme 

signal 

A
l'inverse des récepteurs qui ne 
reconnaissent spécifiquement 
qu'un seul peptide hormonal 

ou qu'un seul facteur de croissance, 
les protéases sont capables de dégra­
der in vitro un nombre multiple de 
substrats et, la plupart du temps, plu­
sieurs protéases ont la capacité de 
dégrader in vitro un même substrat. 
Cette caractéristique découle du fait 
que la spécificité d'une protéase 
n'intervient généralement peu ou 
pas au niveau de la conformation du 
substrat, mais plutôt au niveau de la 
liaison peptidique à cliver. De ce fait, 
bien qu'il soit très facile d'identifier 
des substrats au moyen d'études 
purement in vitro, il est très difficile 
d'attribuer à une protéase donnée 
son (ou ses) substrat(s) physiologi­
quement dégradé(s) in vivo. 
De nombreuses enzymes protéoly­
tiques ont été décrites comme poten­
tiellement capables de dégrader in 
vitro l'insuline. Parmi elles, une 
enzyme appelée insulinase a fait 
l'objet d'un nombre considérable 
d'études portant aussi bien sur ses 
caractéristiques structurales que sur 
sa spécificité protéolytique et sa dis­
tribution subcellulaire. Cette enzyme 
a été la première représentante 
d'une nouvelle famille de métallo­
protéases à zinc qui s'est récemment 
enrichie d'un grand nombre de nou­
veaux membres. 

La famille des insulinases 

Quatre classes de protéases ont ete 
répertoriées sur la base des acides 
aminés qui composent leur site actif. 
Ce sont les protéases à sérine (EC 
3. 4. 2 1) ,  à cystéine (EC 3. 4.22) , à 
acide aspartique (EC 3.4.23) et les 
métalloprotéases (EC 3.4.24) [1]. Les 
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Les protéases multifonctionnelles 
de la famille des insulinases 

téase hypothétique d' Eimeria bovis [8] 
(Tableau l). 

Caractéristiques structurales 
des insulinases 

Outre la présence commune du site 
actif pentapeptidique, les membres 
de la famille des insulinases parta­
gent de fortes analogies de séquence. 
Ainsi, les séquences des insulinases 
de rat et de drosophile, et la protéase 
III bactérienne ont révélé respective­
ment 95 %, 47% et 26% d'identité 
avec la séquence de l'insulinase 
humaine, indiquant une très forte 
conservation de la structure primaire 
de cette enzyme au cours de l'évolu­
tion [3, 5]. De même, la NRD de rat 
[6] ainsi que la CPE de pois [9] pré­
sentent respectivement 48% et 40% 
de similitudes structurales avec l'insu­
linase humaine [3]. Ces similitudes 
de séquence s'accompagnent d'une 
conservation remarquable des pro­
priétés structurales et catalytiques de 
ces enzymes [10] : une masse molécu­
laire d'environ lOOkDa ; un pH 
d'activité optimale neutre ; une spé­
cificité de substrat préférentielle 
pour les peptides de masse molécu­
laire inférieure à 6 kDa ; une affinité 
remarquable pour l'insuline; et une 
faible spécificité au niveau des liai­
sons peptidiques clivées. La protéase 
III bactérienne contient des quanti­
tés stœchiométriques de zinc tandis 
que le zinc et le manganèse sont les 
métaux physiologiquement associés à 
l'insulinase humaine. Les expé­
riences de mutagenèse dirigée ont 
montré que ces cations bivalents se 
fixaient, entre autre, à la séquence 
HXXEH, montrant ainsi que cette 
séquence correspondait bien au site 

membres de cette dernière classe, 
extrêmement diverse puisqu'elle 
comporte au moins 25 familles, 
requièrent la présence absolue de 
cations bivalents (généralement le 
zinc) pour exercer leur activité pro­
téolytique. L'analyse de la séquence 
primaire des métalloprotéases et 
l'étude aux rayons X de ces enzymes 
cristallisées ont permis d'identifier 
pour la première fois, avec la ther­
molysine, la séquence - His-Glu-Xaa­
Xaa-His - (HEXXH) dans laquelle 
les deux histidines coordonnent la 
liaison de l'atome de zinc et le gluta­
mate agit comme une base cataly­
tique au cours de la coupure pepti­
dique. Cette séquence, représentant 
en partie le site actif, s'est avérée par 
la suite être présente dans la plupart 
des séquences primaires des métallo­
protéases à l'exception de deux 
familles : les carboxypeptidases dont 
le site actif correspond à la séquence 
HXXE (X)H et les insulinases qui pos­
sèdent la séquence HXXEH [2]. Sur 
la base d'une classification qui repose 
sur la présence de ce pentapeptide 
dans les séquences protéiques, la 
famille des insulinases est constituée 
actuellement de 16membres: les insu­
linases humaines [3], de rat [ 4] et de 
drosophile [5] ; la Narginine conver­
tase dibasique (NRD) de rat [6] ; la 
protéase III [7] et la protéine YddC 
d'Escherichia coli [8] ; la sous-unité � 
des protéases mitochondriales de 
maturation (PM-2) de rat, de levure 
Saccharomyces cerevisiae, de champi­
gnon Neurospora crassa et de cellules 
végétales [8] ; des produits des gènes 
orjP de Bacillus subtilis et PqqF de Kleb­
siella pneumoniae [8] ; une protéase de 
maturation ( chloroplast processing 
enzyme, CPE) du chloroplaste de pois 
Pisum sativum [9] ; et, enfin, une pro- actif des insulinases. Ainsi, la muta- ---• 
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Tableau 1 

ALIGNEMENTS DES SITES ACTIFS DE LIAISON DU ZINC 
DES 16 MEMBRES DE LA FAMILLE DES INSULINASES 

(x)74 

Insulinase humaine GLS108HFCEH112 MLF E1as 

Insulinase de rat GLS108HFCEH112 MLF E1as 

Insulinase de drosophile GLA81HFCEH85 MLF E1s2 
NRD de rat GLA244HFLEH248 MVF E32s 

Protéase Ill de E. coli GLA88HYLEH92 MSL E1ss 

Protéine YddC de E. coli GVN6HFVEH80 MMF E1s1 

PM-2 de rat GT A99HFLEH103 MAF E1ao 

PM-2 de S. cerevisiae GTN1HFLEH75 LAF E1s2 
PM-2 de N. crassa GT A84HFLEH88 LAF E1ss 

PM2a de S. tuberosum GVA143HFLEH147 MlF E224 
PM-2b de S. tuberosum GTA140HFLEH144 MlF E221 

PM de E. gracilis GVN°HFLEH74 MNF E1s1 

Produit du gène GIS77HFLEH?? MNF Em 
OrfP de B. subtilis 
Produit du gène GLA49HLLEH53 LLF E13o 

PqqF de K. pneumoniae 
CPE de P. sativum GIA238HMIEH242 VAF E319 
Protéine de E. bovis GLA77HFLEH81 MLF E1sa 

Les nombres au niveau des séquences indiquent les positions des acides aminés déduites à partir 
des cadres de lecture ouvert (orf) des séquences nucléotidiques correspondantes. Les trois acides 
aminés liant le zinc (deux histidines (Hl et un acide glutamique (E)) sont indiqués en gras. Bien que 
ne liant pas le zinc, l'acide glutamique contenu dans le pentapeptide HXX&_H semble être impliqué 
dans l'activité catalytique de ces enzymes. NRD, N-arginine convertase dibasique; PM, protéase 
mitochondriale de maturation; CPE, protéase de maturation du chloroplaste. 

tion dans la protéase III bactérienne 
des deux histidines (H) en arginine 
et de l'acide glutamique (E) en glu­
tamine dans la séquence 88HYLEH92 
ont montré que seules les deux histi­
dines sont impliquées dans la liaison 
du zinc tandis que les trois acides 
aminés sont requis pour 1 'activité 
catalytique de l'enzyme [11]. Des 
expériences identiques ont montré 
que l'acide glutamique 169 situé 
76acides aminés en amont du côté 
carboxy-terminal de la séquence 
HXXEH était le troisième site de liai­
son du zinc dans la protéase III [11]. 
Des études comparables menées avec 
l'insulinase humaine ont montré que 
les deux histidines contenues dans la 
séquence 108HFCEH112 ainsi que 
l'acide glutamique en position 189 
représentaient les trois sites de liai­
son du zinc [12, 13]. 

Distribution subcellulaire 
des insulinases 

Les enzymes de la famille des insuli­
nases sont des protéases solubles 

dont la distribution subcellulaire 
reste encore mal connue [10]. Ainsi, 
la protéase III est retrouvée dans 
l'espace périplasmique de la bactérie 
[7], tandis que les enzymes de matu­
ration de type protéase mitochon­
driale PM-2 et CPE sont respective­
ment localisées dans la mitochondrie 
et le chloroplaste [8 , 9]. Chez le mam­
mifère, l'insulinase a été longtemps 
considérée comme une enzyme cyto­
plasmique en raison de sa récupéra­
tion dans la fraction cytosolique par 
centrifugation différentielle d'homo­
génats de différents tissus [ 14] .  
Cependant, une étude détaillée de sa 
localisation dans le parenchyme 
hépatique par fractionnement sub­
cellulaire a montré que l'insulinase 
était bien présente dans le cytosol, 
mais qu'elle était aussi associée en 
quantité importante aux peroxy­
somes (Jig;ure 1)  [15]. 
Après leur synthèse sur des ribo­
somes libres situés dans le cyto­
plasme, les enzymes peroxysomales 
sont ciblées dans la lumière du per­
oxysome au moyen de séquences-

signal contenues dans la séquence 
primaire des protéines peroxyso­
males, et qui sont reconnues par des 
récepteurs spécifiques localisés à la 
surface du peroxysome [16]. L'occu­
pation de ces récepteurs par une 
séquence-signal provoque l'ouverture 
d'un pore au travers duquel la pro­
téine est transloquée. Le système de 
ciblage peroxysomal de type I corres­
pond à la séquence tripeptidique -
Ala/Ser-Lys-Leu (-A/SKL) située en 
position carboxy-terminale des pro­
téines peroxysomales [16]. L'étude 
de la séquence des insulinases a per­
mis d'identifier ce système de ciblage 
en po si ti on carboxy-terminale des 
insulinases de mammifère (-AKL) et 
d'insecte (-SKL) expliquant donc la 
présence des insulinases de mammi­
fère dans le compartiment peroxyso­
mal [15]. Cependant, la double locali­
sation cytoplasmique et peroxysomale 
de l'insulinase était inattendue 
puisque la présence d'une séquence 
de ciblage peroxysomale de type I est 
une condition suffisante pour le 
ciblage total des protéines dans la 
lumière de cet organite [16]. Pour­
tant, cette double localisation a été 
confirmée par des études d'immuno­
fluorescence en microscopie confo­
cale sur des cellules d'ovaire de ham­
ster chinois (CHO) surproduisant 
l'insulinase (figure 2) [17], et par 
microscopie électronique sur des 
lignées cellulaires Ltk surproduisant 
aussi cette enzyme [18]. Après la 
découverte de sa localisation en par­
tie peroxysomale, la terminologie de 
cette enzyme fût changée et l'insuli­
nase de mammifère fût dénommée 
PPllO (peroxisomal protease of 1 10 kDa) 
[17]. 
Le mécanisme physiologique de la 
rétention d'une partie de l'insulinase 
dans le compartiment cytoplasmique 
a ensuite été étudié par des expé­
riences de marquage métabolique 
dans des cellules d'hépatome ren­
dues semi-perméables par la digito­
nine [19]. Ces études ont montré 
que les insulinases humaine et de rat 
étaient principalement retrouvées 
dans le compartiment cytoplasmique 
sous une forme hétérodimérique 
associée à une protéine de 70 kDa 
encore non identifiée [19]. Ce co-fac­
teur pourrait masquer en partie le 
tripeptide de ciblage peroxysomal 
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PP110 ..... -- --- aPP110 monoc/ona/9812 
(110) 

PP110 ..... - aPP11 0 polyclonal 2BS 
(110) 

Acyl CoA ..... - ..... 
oxydase (68) 

Hydratase ..... 
déshydrogénase (74) 

Thiolase ....,. 
(41) 

-

-· 

Figure 1. lmmunodétection de l'insulinase (PP 1 10) et des enzymes de la {3-
oxydation peroxysomale dans les peroxysomes hépatiques de rat. Des frac­
tions subcellulaires hépatiques ont été préparées par centrifugation différen­
tielle et centrifugation en gradient de densité à partir de rats normaux et de 
rats préalablement traités par du clofibrate, un hypolipémiant provoquant la 
prolifération peroxysomale en augmentant la synthèse des enzymes de la {3-
oxydation. Ces fractions ont été analysées pour leur antigénicité vis-à-vis 
d'un anticorps monoclonal anti-insulinase 9872, d'un anticorps polyclonal 
anti-insulinase 2BS, et d'anticorps polyclonaux dirigés contre la première 
(acyi-CoA oxydase), la seconde (hydratase déshydrogénase) et la troisième 
(thiolase) enzyme de la {3-oxydation peroxysomale [15]. 

-A/SKL de l'insulinase, et ainsi empê­
cher la translocation de l'enzyme au 
travers de la membrane peroxyso­
male. 

Rôle physiologique des insulinases 

Du fait de sa remarquable affinité in 
vitro pour l'insuline, l'insulinase fut 
proposée comme l'enzyme-clé du 
métabolisme intracellulaire de cette 
hormone [14]. Cependant, des études 
ont montré que l'insulinase était 
capable de dégrader in vitro un très 
grand nombre d'autres substrats avec 
des affinités proches voire supérieures 
à celle de l'insuline (Tableau!!) [10, 
14]. Ainsi, le facteur a trial natriuré-
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tique auriculaire et le transforming 
growth factor-a ont des affinités pour 
l'insulinase comparables à celle de 
l'insuline. Cependant, bien qu'étant 
dégradés in vitro par l'insulinase, ces 
peptides ne peuvent pas représenter 
les substrats physiologiques de cette 
enzyme du fait de l'absence d'une 
localisation dans des compartiments 
identiques de ces substrats et de la 
protéase [ 14]. En effet, la localisation 
physiologique de ces polypeptides 
dans la cellule ne peut inclure que la 
membrane plasmique et les compar­
timents subcellulaires impliqués dans 
la voie de 1' endocytose, à savoir 
l'endosome et le lysosome [20, 2 1]; 
tandis que la localisation de l'insuli-

nase de mammifère correspond au 
cytoplasme et au peroxysome [15, 17, 
18]. De ce fait, 1' implication de 
l'insulinase dans la dégradation de 
l'insuline et d'autres polypeptides 
hormonaux est actuellement écartée. 
Les chercheurs anglais N.D. Rawlings 
et AJ. Barrett ont élargi la classifica­
tion des protéases selon leur type 
catalytique au profit d'une classifica­
tion par famille qui ne tient compte 
que des analogies de séquences entre 
des protéines ayant de fortes identi­
tés structurales, sans restreindre ces 
comparaisons de séquences aux 
seules enzymes qui possèdent le pen­
tapeptide HXXEH [1, 4]. A l'aide de 
cette nouvelle nomenclature, il est 
possible d'effectuer des analyses phy­
logéniques permettant d'apprécier 
les fonctions physiologiques de ces 
enzymes au cours de l'évolution. 
Selon ce système, l'insulinase appar­
tient à la famille Pitrilysin M16 des 
métalloprotéases à zinc et comporte, 
en plus des 16 membres retenus dans 
l'ancienne classification, des pro­
téines qui, bien que ne comportant 
pas le site actif pentapeptidique 
HXXEH (et qu'elles ne sont donc 
pas des protéases) ,  possèdent une 
analogie de séquence marquée avec 
les insulinases [1, 4]. On retrouve 
ainsi les sous-unités a des protéases 
mitochondriales de maturation (PM-
1) de rat, de levure et de champi­
gnon, et les sous-unités 1 et 2 de la 
cytochrome c réductase humaine et 
de levure. 
Une analyse phylogénique portant 
sur neuf protéines ayant une analo­
gie de séquence marquée avec l'insu­
linase humaine a été entreprise selon 
cette nouvelle méthode de classifica­
tion (figure 3) [17] . Cette analyse a 
révélé deux points majeurs: ( 1) si on 
écarte les insulinases humaine, de rat 
et de drosophile, les six autres 
membres représentent des enzymes 
localisées dans des compartiments 
(espace péri plasmique de bactérie et 
mitochondrie) dont la fonction est 
de dégrader les séquences-signal des 
molécules précurseurs ciblées dans la 
lumière de ces compartiments [8] ; 
(2) l'arbre phylogénique a révélé 
deux sous-familles, la première étant 
constituée par les insulinases possé­
dant le système de ciblage peroxyso­
mal de type 1 et la protéase III bacté-

603 



604 

Figure 2. Double 
localisation cyto­
plasmique et per­
oxysomale de l'insu­
linase humaine. Les 
cellules CHO ont été 
transfectées par un 
A D N  complémen­
taire codant pour 
l'insulinase humaine 
afin d'augmenter la 
concentration cellu­
laire de cette enzy­
me. Puis, (A) la loca­
lisation de l'insu­
linase a été étudiée 
par une technique 
d'immu nofl u ores­
cence en dou ble 
marquage. Les cel­
lules ont été mar­
quées, d'une part, 
par un anticorps 
monoclonal anti­
insulinase humaine 
( f l u o r o c h r o m e 
rouge), et d'autre 
part, par un anti­
corps polyclonal 
anticatalase (fluoro­
ch rome vert), une 
enzyme marqueur 
du peroxysome. Le 
premier marquage 
diffus et rouge cor­
respond à l'insuli­
nase cytoplasmique 
p u isque ce mar­
q u age peut  être 
sélectivement éli­
miné en traitant les 

cellules par de faibles concentrations de digitonine, (8), un traitement qui 
permet d'éliminer spécifiquement les protéines cytoplasmiques, sans pertur­
ber la distribution des autres protéines de la cellule. Le second marquage en 
jaune est intraperoxysomal puisqu'il correspond à la coïncidence exacte des 
deux antigènes provoquant ainsi le mélange des deux fluorochromes, le 
mélange du rouge et du vert donnant le jaune {17]. 

rienne , et la seconde étant constituée 
des sous-unités a et B des protéases 
mitochondriales de maturation.  
Ainsi , la  possibilité que l 'insulinase 
peroxysomale puisse être impliquée 
dans la dégradation des séquences­
signal a été examinée [ 1 7].  Les 
enzymes peroxysomales de type II ,  
qui sont principalement les enzymes 
de la �-oxydation peroxysomale , sont 
ciblées dans la lumière du peroxy­
some grâce à une séquence-signal 
d'environ 25 acides aminés , située du 
côté aminoterminal et qui est systé-

matiquement éliminée et dégradée à 
l'intérieur de l'organite (figure 4) 
[16]. En utilisant un peptide synthé­
tique de 26 acides aminés reprodui­
sant la séquence-signal de la préthio­
lase (enzyme de la �-oxydation 
peroxysomale) ,  i l  a été montré [17] : 
( 1) que cette séquence-signal libre se 
liait à l 'insulinase de mammifère avec 
une affinité de 5 !-!M ;  (2) qu'une 
dégradation spécifique et rapide de 
la séquence-signal était catalysée par 
l'insulinase ; et , enfin ; (3) que la 
séquence-signal liée au précurseur 

n'était pas un substrat pour l'insuli­
nase (figure 4). Du fait d'une analogie 
de séquence assez marquée entre les 
différentes séquences-signal des pré­
curseurs de type II [17], il est attendu 
que l'ensemble de ces séquences­
signal représente les substrats physio­
logiquement dégradés par l'insuli­
nase dans le peroxysome. Cette 
protéolyse des séquences-signal libres 
permettrait une diffusion des pro­
duits de dégradation de ces molé­
cules au travers de la membrane per­
oxysomale qui est imperméable aux 
peptides de masse moléculaire supé­
rieure à 1 kDa. Cependant , l'implica­
tion de l'insulinase dans d'autres évé­
nements protéolytiques intervenant 
dans la lumière du peroxysome n'est 
pas à exclure. 
Puisque les études biochimiques et 
morphologiques ont montré l'exis­
tence d'une rétention cytoplasmique 
d'insulinase , il est peu probable que 
cette enzyme ne fonctionne que dans 
le peroxysome. Ainsi , la protéine non 
spécifique de transfert lipidique , sterol 
carrier protein-2, possède une double 
localisation cytoplasmique et peroxy­
somale malgré la présence d'un tri­
peptide de ciblage de type I 
( -AKL) en position carboxy-termi­
nale ; il a été montré que l'enzyme 
cytoplasmique participait à la fonction 
de cette protéine dans le transport du 
cholestérol [22]. Aussi , un membre 
de la famille des hydrolases époxydes 
possède un tripeptide de ciblage pré­
somptif de type I (-SKI) et une double 
localisation cytoplasmique et peroxy­
somale [10]. Récemment , la significa­
tion physiologique de l'insulinase 
cytoplasmique a peut-être été éluci­
dée. L'insulinase cytoplasmique pour­
rait interagir directement avec les 
récepteurs stéroïdiens (récepteurs des 
androgènes et des glucocorticoïdes) 
et accroître la liaison à l'ADN de ces 
derniers [23]. Ainsi , ces récepteurs 
stéroïdiens pourraient représenter les 
substrats physiologiques de l'insuli­
nase cytoplasmique et directement 
moduler l'activité transcriptionnelle 
de ces récepteurs. 

Distribution tissulaire et régulation 
de la synthèse des insulinases 

La plupart des tissus et des types cellu­
laires produisent l'insulinase. Les ana-
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Tableau Il 

LES SUBSTRATS IN VITRO ET IN VIVO 
DE L'INSULINASE DE MAMMIFÈRE 

Substrats Km (jJM) Liaisons peptidiques clivées 

ln vitro 
Insuline 0,1 Leu13-Tyr14, Tyr14-Gin15 (chaîne A) 

Ser9-His10, His10-Leu11, Glu13-Aia14, Ala14-Leu15 
Tyr16-Leu17, Phe24-Phe25, Phe25-Tyr26 (chaîne B) 

Chaîne B de l' insuline 5,1 ND 
Glucagon 5,3 Ser16-Arg 17, Arg17-Arg18 
Peptide atrial natriurétique 0,1 Arg3-Arg4, Cys7-Phe8, Asp'3-Arg14, Ser25-Phe26 
Peptide natriurétique de cerveau > 1 Gly6-Arg7, Asp10-Arg11,  Arg24-Arg2s 

Peptide natriurétique de type C ND Gly8-leu9, Asp12-Arg13 
Transforming growth factor-a 0,1 ND  
Hémoglobine oxydée 38 ND 
[Leu503-Lys518)-sérum albumine 0,135 Phe506-His507 
bovine 
[lle81-Giu104)-cytochrome c 1 5  Tyr97-Leu98 
Hormone adrénocorticotrophique < 1 ND  
Facteur de croissance insu lino- 16 ND  
mimétique 1 
Facteur de croissance insulino- 0,56 ND 
mimétique I l  

ln vivo 
Séquence-signal peroxysomale 5 ND 
de type I l  d e  la préthiolase 

Les valeurs de Km correspondent aux concentrations de peptide provoquant 50 % d'inhibition de 
l'insulinase. Elles ont été définies par des expériences de compétition de protéolyse de l'insuline 
iodée par l'insulinase. Les nombres indiquent la position des acides aminés encadrant les liaisons 
peptidiques clivées sous l'action de l'insulinase. Les clivages peptidiques dans les molécules de 
substrat ont été déterminés (1) pour l'insuline par des études de radioséquençage des produits de 
dégradation engendrés au cours d'une incubation de l'insuline iodée avec l'insulinase, et (2) pour 
le glucagon et les peptides natriurétiques par des études de séquençage des produits de dégrada­
tion engendrés au cours de l'incubation des substrats non radiomarqués avec l'insulinase. ND, non 
déterminé. 

Cytoplasme 

------- Protéase I l l  d'E. coli 

---- PP1 1 0 de drosophile 

1----t PP1 1 0 de rat 

PP1 1 0  humaine 

PM-1 de S. cerevisiae 

PM-1 de N. crassa 

PM-2 de S. cerevisiae 

PM-2 de N. crassa 

'------ PM-1 de rat 

Figure 3. Arbre phylogénique des 
enzymes de la famille des insulinases. 
Au moyen d'une analyse des analo­
gies de séquence avec le programme 
Multalin fondé sur les travaux de 
Rawlings et Barrett [1, 4], les insuli­
nases (PP 1 10) et d'autres enzymes 
ayant des analogies de séquence mar­
quées ont été classées selon leur lien 
proche o u  éloigné au travers de 
l'évolution. 

Peroxysome 

c-: Séquence signal --+ 
Séquence signal pré-acyi-CoA oxydase � pré-AOX AOX 

(système de ciblage de type I l )  

� A/SKL PP1 1 0  � PP1 1 0  
(système de ciblage de type 1) 

Séquence signal pré-acyi-CoA thiolase --+ pré-Th � Th 
(système de ciblage de type 1 1 )  Séquence signal --+ Dégradée 

Polysomes par PP1 1 0  
libres 

Figure 4. Rôle potentiel de l'insulinase peroxysomale. A près leur synthèse sur des ribosomes libres 
cytoplasmiques, les enzymes peroxysomales sont ciblées dans la lumière de l'organite grâce à trois systèmes de 
ciblage spécifique. Les enzymes peroxysomales de type 1 (comme l'insulinase ou PP 1 10) sont ciblées dans le per­
oxysome grâce au tripeptide -A!SKL en situation carboxy-terminale. Les enzymes peroxysomales de type Il (enzymes 
de la f3-oxydation), telles que l'acyi-CoA thiolase et l'acyi-CoA oxydase sont ciblées grâce à une séquence-signal 
d'environ 25 acides aminés, située du côté aminoterminal et qui est clivée après la translocation du précurseur dans 
la lumière de l'organite. Il a été montré par des techniques biochimiques que les séquences-signal libres des 
enzymes de type Il représentaient des substrats physiologiques pour l'insulinase peroxysomale. 
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lyses de Northern blot ont permis 
d'identifier au moins deux ARN mes­
sagers pour l'insulinase dans la plu­
part des tissus: la longueur du pre­
mier (3,7kb) est cohérente avec la 
masse moléculaire de l'enzyme 
( l l O  kDa) . Le second ARNm, de 
5, 5 kb, pourrait coder pour une iso­
forme de l'insulinase d'une masse 
moléculaire plus importante. Dans les 
testicules , les deux messagers ont une 
taille légèrement supérieure [ 2 4]. On 
ne sait pas si ces différences de taille 
des ARN messagers affectent de façon 
majeure la séquence de l'insulinase 
ou sa fonction physiologique dans ce 
tissu. Une quantification des diffé­
rents transcrits [2 4] ainsi que des 
études d'hydridation in situ [25] chez 
le rat adulte ont révélé que la synthèse 
de l'insulinase était importante dans 
les testicules , la langue et le cerveau ; 
modérée dans les reins , la prostate , le 
cœur , le muscle , le foie, les intestins et 
la peau ; et faible dans la rate , les pou­
mons , le thymus et l'utérus. 
Le haut niveau de synthèse de l'insu­
linase dans les gonades milite en 
faveur de sa régulation au cours du 
développement. Ainsi, chez le rat, la 
concentration des transcrits aug­
mente dans les testicules , la langue 
et le cerveau entre le 1 4e et le 
2 8c j our après la naissance [ 2 5] .  
Chez la drosophile , la synthèse de 
l'insulinase est pauvre au stade 
embryonnaire puis augmente de 
cinq fois de la larve à la nymphe, et 
de dix fois de la nymphe à l'imago 
[ 14]. Enfin , la synthèse de l'insuli­
nase d 'Eimeria bovis semble réglée 
durant le développement des sporo­
zoïtes et des mérozoïtes [10 ]  • 
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