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Résumé — Les effets de ’insuline sur le métabolisme et la croissance cellulaires sont re-
layés par un récepteur tyrosine kinase spécifique, qui en phosphorylant plusieurs sub-
strats déclenche 1’activation de deux voies de signalisation majeures, la voie phospha-
tidylinositol 3-kinase (PI3-K)/Akt et la voie Ras/extracellular signal-regulated kinase
(ERK). L’activation du récepteur et des voies de signalisation de l’insuline est aussi
soumise a un rétrocontrole négatif mettant en jeu différents mécanismes, notamment
I’interaction du récepteur et de ses substrats avec des protéines inhibitrices. Aprés une
description des principaux mécanismes impliqués dans 1’activation et ’atténuation de
la signalisation de l’insuline, cette revue se focalisera sur son contrdle par la protéine
adaptatrice Grb1l4, membre de la famille de protéines Grb7. Cette protéine a été iden-
tifiée comme un inhibiteur de la signalisation et de 1’action de I’insuline, et elle est
impliquée dans la résistance a ’insuline associée au diabéte de type 2 et a 1’obésité.
L’analyse du mécanisme moléculaire d’action de Grb1l4 a montré qu’en s’associant au
récepteur de l’insuline activé, Grbl4 inhibe son activité catalytique et ’activation des
voies de signalisation qui en dépend. Cependant, les conséquences de l’invalidation
du géne de Grbl4 sont complexes et tissu-spécifiques, et certains effets de Grb14 sur
la signalisation de 1’insuline semblent liés & son interaction avec des protéines effec-
trices en aval du récepteur. L’inhibition pharmacologique de Grb14 devrait permettre
d’améliorer la sensibilité a ’insuline et la régulation de I’homéostasie énergétique dans
les situations de résistance a 1’insuline.
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Abstract — Control of insulin signalisation and action by the Grb1l4 protein.

The action of insulin on metabolism and cell growth is mediated by a specific receptor
tyrosine kinase, which, through phosphorylation of several substrates, triggers the acti-
vation of two major signaling pathways, the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K)/Akt
pathway and the Ras/extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway. Insulin-
induced activation of the receptor and downstream signaling is also subjected to a
negative feedback control involving several mechanisms, among which the interaction
of the insulin receptor and its substrates with inhibitory proteins. After summarizing
the major mechanisms underlying the activation and attenuation of insulin signaling,
this review focuses on its control by the Grb14 adaptor protein. Grb14 has been identif-
ied as an inhibitor of insulin signaling and action, and is involved in insulin resistance
associated with type 2 diabetes and obesity. Studies on the molecular mechanism of
action of Grbl4 have shown that, through interaction with the activated insulin recep-
tor, Grb14 inhibits its catalytic activity and the activation of downstream signaling.
However, the consequences of Grbl4 gene invalidation are complex and tissue-specific,
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and some effects of Grbl4 on insulin signaling appear to be linked to its interaction
with effector proteins downstream the insulin receptor. Pharmacological inhibition of
Grb1l4 should allow to enhance insulin sensitivity and improve energy homeostasis in

insulin-resistant states.
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Introduction

L’insuline est une hormone clé du maintien de
I’homéostasie énergétique. Des défauts de son action,
ou « insulinorésistance », sont étroitement associés
aux pathologies métaboliques que sont 'obésité, la
stéatose hépatique et le diabete de type 2. L’action
principale de l'insuline est de réguler le métabolisme
du glucose et des lipides dans le muscle squelettique,
le tissu adipeux et le foie, assurant ainsi la capture et
I'utilisation coordonnée des produits de la digestion.
Cependant, I'insuline agit dans la plupart des cellules,
et son action dans les cellules 8 du pancréas et cer-
taines régions du cerveau est également importante
pour la régulation de ’homéostasie énergétique (Nandi
et al., 2004). Comme facteur de croissance, l'insuline
stimule aussi la différenciation, la croissance et la sur-
vie cellulaire. Des études épidémiologiques récentes
ont en effet mis en évidence une association entre
le diabete de type 2 et plusieurs variétés de cancers,
en liaison avec I’hyperinsulinémie et ’hyperglycémie
(Taubes, 2012). Enfin, des études réalisées principa-
lement chez le nématode Cenorhabditis elegans ont
impliqué I'insuline dans la régulation de la longévité
(Houtkooper et al., 2010).

L’action de I'insuline est relayée par un récepteur
a activité tyrosine kinase qui, en phosphorylant plu-
sieurs substrats, déclenche I'activation de deux voies
de signalisation majeures, les voies PI3K/Akt et
Ras/ERK (Taniguchi et al, 2006; Siddle, 2012).
Ces voies régulent, par une cascade d’interac-
tions moléculaires et de phosphorylations, 'activité
et/ou l'expression de multiples cibles cellulaires.
La signalisation de linsuline est aussi régulée
négativement par plusieurs mécanismes, notamment
la déphosphorylation des composants de la signali-
sation par des protéine- et lipide-phosphatases, leur
modification par phosphorylation et O-GlcNAcylation
de résidus sérine, et leur association a des protéines
inhibitrices.

Apres une description des principaux mécanismes
impliqués dans l'activation du récepteur et des voies
de signalisation de I'insuline, cette revue se focalisera
sur son contrble par la protéine adaptatrice Grbl4.
Membre de la famille de protéines Grb7, Grbl4 est
un inhibiteur spécifique de la signalisation et de 1’ac-
tion de l'insuline (Daly, 1998; Holt & Siddle, 2005;
Desbuquois et al., 2013).

Signalisation de I'insuline
Le récepteur de I'insuline

Le récepteur de l'insuline appartient a la superfamille
des récepteurs A activité tyrosine kinase (RTK). A la
différence des autres RTK, le récepteur de I'insuline
est constitutivement dimérisé. Il est composé de deux
sous-unités « extracellulaires, qui contiennent le do-
maine de liaison du ligand, et de deux sous-unités (3
transmembranaires, qui contiennent dans leur région
cytoplasmique le domaine tyrosine kinase (Jensen &
De Meyts, 2009). Cette particularité est partagée avec
le récepteur de 'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1)
avec lequel il présente une forte homologie de struc-
ture. Il a été suggéré que les deux genes auraient
évolué a partir de la duplication d’'un gene ancestral,
I'un se spécialisant dans les régulations métaboliques
et l'autre dans la prolifération et la survie cellu-
laires (Belfiore et al., 2009). 11 existe deux isoformes
du récepteur de l'insuline, différant par la présence
(IR-B) ou l'absence (IR-A) de 12 acides aminés a
Pextrémité C-terminale de la sous-unité «, résultant
de Pépissage alternatif de l'exon 11 du gene (Belfiore
et al., 2009). L’isoforme B est exprimée principale-
ment dans les tissus cibles des effets métaboliques
de linsuline, alors que l'isoforme A est plus abon-
dante dans le systeme nerveux central et les cellules
hématopoiétiques (Belfiore et al., 2009). Les deux iso-
formes lient I'insuline avec une affinité peu différente,
mais isoforme A lie les IGF, et notamment IGF-2,
avec une meilleure affinité que l'isoforme B (Belfiore
et al., 2009). Bien que dimérique, le récepteur ne lie
qu'une seule molécule d’insuline avec haute affinité
et la liaison est caractérisée par une coopérativité
négative. Cette propriété a conduit a développer un
modele selon lequel I'insuline se comporte comme un
ligand bivalent, ses deux domaines de liaison pontant
de maniere alternée deux sites de liaison partiels sur
chaque sous-unité a (Jensen & De Meyts, 2009). Ce
modele a été validé par plusieurs approches (mar-
quage par photoaffinité, mutagénese dirigée et, plus
récemment, cristallographie aux rayons X), et les deux
domaines de liaison des sous-unités o ont été identifiés
(Jensen & De Meyts, 2009).

A Détat basal, le récepteur de l'insuline est dans
une conformation dite d’auto-inhibition, dans laquelle
le site catalytique et le site de liaison de PATP de la
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sous-unité 3 sont bloqués. La liaison de l'insuline, en
modifiant la conformation du récepteur et en rappro-
chant les deux monomeres 3, induit I'activation du
domaine catalytique et la transphosphorylation des
trois résidus tyrosine de la boucle régulatrice (tyro-
sines 1158, 1162 et 1163), puis la phosphorylation des
résidus tyrosine des régions juxtamembranaire (tyro-
sines 965 et 972) et carboxy-terminale (tyrosines 1328
et 1334) (Hubbard, 1997; De Meyts & Whittaker,
2002; Jensen & De Meyts, 2009).

Bien que la stimulation de Dactivité kinase du
récepteur soit requise pour la plupart des effets de I'in-
suline, des effets indépendants de cette activation ont
été décrits. Il a notamment été montré qu’en I'absence
de leur ligand les récepteurs de I'insuline et de I'IGF-1
ont un effet permissif sur ’apoptose, contrastant avec
leffet anti-apoptotique induit lorsqu’ils sont activés
(Boucher et al., 2010). Le mécanisme impliqué dans
cet effet indépendant de 'activité kinase est inconnu.

Il a été récemment montré que l'activité cata-
lytique du récepteur de l'insuline est régulée po-
sitivement par son interaction avec le glypican 4
(Gpc4), un protéoglycan membranaire impliqué dans
la différenciation du tissu adipeux (Gesta et al., 2006 ;
Ussar et al., 2012). Le Gpc4 appartient & une famille
de protéoglycans ancrés a la membrane plasmique
par un groupement GPI (glycosylphosphatidylinosi-
tol), qui agissent comme co-récepteurs pour plusieurs
facteurs de croissance. En activant le récepteur et les
voies de signalisation de I'insuline, le Gpc4 stimule la
différenciation adipocytaire (Ussar et al., 2012). De
manieére intéressante, le Gpcd associé aux adipocytes
est libéré dans la circulation sanguine, et son taux
sérique est un marqueur de sensibilité a l'insuline et
de l'indice de masse corporelle (Gesta et al., 2006;
Ussar et al., 2012).

Substrats du récepteur de I'insuline

A la différence de la plupart des RTK, les récepteurs de
I'insuline et de 'IGF1 ne s’associent pas directement
aux protéines de signalisation mais a des protéines
d’assemblage intermédiaires dépourvues d’activité en-
zymatique, qu’ils phosphorylent sur de nombreux
résidus tyrosine. Les substrats de ces récepteurs les
plus importants et les mieux caractérisés sont les
protéines IRS et She (Taniguchi et al., 2006 ; Siddle,
2012).

Les protéines IRS forment une famille de six
membres (IRS-1 & 6), codés par des genes différents.
Les protéines IRS-1 et IRS-2, de distribution ubi-
quitaire, jouent un role primordial dans l'action de
I'insuline. Ces protéines, de séquence relativement
conservée, possedent un domaine PH (Pleckstrin
Homology domain) en position N-terminale, un

domaine PTB (phosphotyrosine binding) et de nom-
breux résidus tyrosine, sérine et thréonine dans leur
région carboxy-terminale. La protéine IRS-2 possede
également un domaine KRLB (kinase regulatory loop
binding) qui interagit avec la boucle régulatrice du
récepteur de linsuline. La reconnaissance du domaine
PH des IRS par les phospholipides membranaires in-
duit leur association a la membrane plasmique et 'in-
teraction de leur domaine PTB avec le résidu phos-
photyrosine 972 (dans le motif NPXpY) du domaine
juxtamembranaire du récepteur, puis leur phosphory-
lation sur les résidus tyrosine. Ces phosphotyrosines
servent de motifs d’ancrage pour différentes protéines
a domaines SH2 (Src Homology 2), principalement
la sous-unité régulatrice p85 de la PI3-K et ’adap-
tateur Grb2, mais aussi d’autres protéines telles que
la tyrosine phosphatase SHP2 et la tyrosine kinase
Fyn (Virkamaki et al., 1999). Des études d’invalida-
tion génique ont montré que les protéines TRS-1 et
IRS-2 n’ont pas de role redondant, IRS-1 étant im-
pliquée principalement dans la stimulation par l'in-
suline du transport du glucose dans le muscle sque-
lettique et le tissu adipeux, et les deux protéines
jouant un réle complémentaire dans ’action de l'in-
suline sur le métabolisme dans le foie (Nandi et al.,
2004 ; Thirone et al., 2006). Comme décrit plus loin,
les protéines IRS sont phosphorylées sur de nombreux
résidus sérine/thréonine en réponse a l'insuline et a
d’autres stimuli et, selon les sites phosphorylés, leur
fonction est stimulée ou inhibée.

Identifiées initialement comme des proto-
oncogenes impliqués dans la signalisation de facteurs
de croissance (Pelicci et al., 1996), les protéines
Shc sont les substrats de nombreux RTK. Elles
forment une famille de quatre membres, codés par
des genes distincts. La forme la mieux caractérisée
est la protéine ShcA, d’expression ubiquitaire et
dont il existe plusieurs variants d’épissage (p66, p52
et p46) (Wills & Jones, 2012). Ces protéines sont
constituées d’'un domaine PTB N-terminal, dune
région effectrice centrale riche en résidus glycine et
proline, et d’'un domaine SH2 C-terminal. Comme
les protéines IRS, ces protéines se lient par leur
domaine PTB au résidu tyrosine 972 phosphorylé
dans le domaine juxtamembranaire du récepteur
de linsuline. Leur phosphorylation sur des résidus
tyrosine par le récepteur activé permet leur inter-
action avec le domaine SH2 de l'adaptateur Grb2.
En raison de la compétition potentielle des protéines
IRS et Shc pour se lier au récepteur de linsuline
(Gustafson et al., 1995), leur recrutement relatif est
probablement déterminé par leur niveau d’expression
ou leur localisation subcellulaire.

Parmi les autres substrats du récepteur de l'in-
suline figurent les protéines des familles Gab, Dok,
Crk et SH2B (Siddle, 2012). Formée de trois membres,
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Fig. 1. Voies de signalisation de I'insuline et réponses cellulaires.
Grb : Growth factor Receptor Bound, IRS : Insulin Receptor Substrate, MEK : MAP Kinase Kinase, mTORC : mammalian

Target Of Rapamycin Complexr ; PDK1 :

Kinase ; PIP3 : Phosphatidyl Inositol-3,4,5-triphosphate ; Shc :

la famille SH2B module activation de RTK et JAK
(Janus kinases) par des facteurs de croissance et des
cytokines (Siddle, 2012; Desbuquois et al., 2013).
Deux membres de cette famille, SH2B1 et SH2B2 (ap-
pelée aussi APS), s’associent par leur domaine SH2
a la boucle d’activation du récepteur de l'insuline.
Dans des modeles cellulaires, SH2B1 et SH2B2 po-
tentialisent ’activation du récepteur et des voies de
signalisation de l'insuline, mais in vivo seule SH2B1
est impliquée dans une régulation positive de I’action
de l'insuline et de ’homéostasie énergétique, notam-
ment par son action au niveau du systéme nerveux
central (Ren et al., 2007 ; Desbuquois et al., 2013).

Voie de signalisation PI3K/Akt

Les PI3K constituent une famille d’enzymes a acti-
vité lipide kinase qui catalysent la phosphorylation
des phosphoinositides membranaires en position 3
du groupement inositol. Trois classes de PI3K (I, II
et IIT) ont été identifiées (Vanhaesebroeck et al., 2012).
Les PI3K impliquées dans les effets métaboliques

Phosphatidylinositol Dependent Kinase 1 ;

PI3K : Phosphatidyl Inositol 3
Src Homology/ Collagen, SOS : Son Of Sevenless.

de linsuline appartiennent a la classe I, qui
catalyse la phosphorylation du phosphatidylinositol-
4,5-biphosphate (PI-4,5-P2) en phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate (PI-3,4,5-P3). Ces PI3K sont des
hétérodimeres constitués d’une sous-unité catalytique
de 110 kDa, dont il existe trois isoformes («, 3 et ) et
d’une sous-unité régulatrice de 85 kDa dont il existe
cing isoformes. Leur activation par l'insuline est in-
duite par l'association du domaine SH2 de la sous-
unité régulatrice aux phosphotyrosines des protéines
IRS, et s’accompagne de leur redistribution du cy-
tosol & la membrane plasmique. Agissant comme se-
cond messager, le PIP3 généré induit l'association
des sérine kinases PDK1 (Phosphoinositide Dependent
Kinase 1), Akt/PKB (Protein Kinase B) et aPKC
(PKC atypiques) a la membrane plasmique par leur
domaine PH, permettant ainsi leur activation.

La sérine/thréonine kinase Akt/PKB joue un role
essentiel dans I'action de I'insuline sur le métabolisme,
la croissance, la survie et la différenciation cellu-
laires (Manning & Cantley, 2007) (figure 1). Trois
isoformes d’Akt (Aktl ou PKBa, Akt2 ou PKBf et
Akt3 ou PKBr), codées par des genes distincts, ont
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été identifiées chez les mammiferes. Elles different par
leur distribution tissulaire, leur localisation subcellu-
laire et leurs fonctions (Taniguchi et al., 2006). Des
études d’invalidation génique ont montré qu’Akt2 est
impliquée dans les effets métaboliques de l'insuline,
alors qu’Aktl intervient dans la régulation de la crois-
sance et de la longévité (Cho et al., 2001a, 2001b).
Apres recrutement a la membrane plasmique par son
domaine PH, Akt est activée par phosphorylation de
deux résidus sérine, d’abord le résidu Ser473 dans son
domaine régulateur hydrophobe, puis le résidu Thr308
dans son domaine catalytique. Ces phosphorylations
sont catalysées, respectivement, par les sérine kinases
mTORC2 (mechanistic Target Of Rapamycin Com-
plex 2) et PDK1 (Alessi et al., 1997 ; Sarbassov et al.,
2005). Apres activation, Akt se dissocie de la mem-
brane plasmique et phosphoryle différents substrats
cytoplasmiques ou nucléaires impliqués dans ’action
de l'insuline.

Voie de signalisation Ras/ERK

Cette voie met en jeu les MAPK, des sérine/thréonine
kinases activées par un grand nombre de signaux
extracellulaires. Son activation par Ilinsuline est
déclenchée par I'interaction de 'adaptateur Grb2 avec
les protéines Shc et IRS phosphorylées. L’association
constitutive de Grb2 a Sos (Son of Sevenless), un fac-
teur d’échange GDP/GTP, permet le recrutement de
ces protéines a la membrane plasmique et 'activation
de la GTPase Ras. Celle-ci déclenche, par une cas-
cade de phosphorylations, I'activation successive des
kinases Raf, MEK1/2 et ERK1/2 (figure 1). Les ki-
nases ERK phosphorylent différentes cibles cellulaires,
notamment la p90 kinase ribosomale S6 et le facteur
de transcription ELK1. Cette voie est classiquement
associée aux effets proliférateurs de I'insuline. Toute-
fois, les souris KO pour ERK1 montrent un défaut
de différenciation des adipocytes et une résistance a
I’obésité induite par un régime gras, suggérant que la
voie Ras-ERK1 est également importante pour les ef-
fets métaboliques de I'insuline (Bost et al., 2005).

Atténuation du signal de I'insuline

Internalisation du récepteur et dégradation
de l'insuline

En méme temps qu’elle active son récepteur, l'insu-
line induit son internalisation et son association aux
endosomes. Apres dissociation des complexes insuline-
récepteur dans la lumiere endosomale, I'insuline est
dégradée, et les récepteurs sont déphosphorylés, inac-
tivés et généralement en grande partie recyclés. L’es-
sentiel de la dégradation de l'insuline (90 %) se fait

au niveau du foie. Bien que ces processus représentent
un mécanisme d’atténuation du signal insuline, les
récepteurs associés aux endosomes restent transitoire-
ment activés et phosphorylés, et capables de recruter
et/ou d’activer des protéines de signalisation (Posner
& Laporte, 2010). Plusieurs études ont montré que
I'inhibition de l'internalisation du récepteur interfere
avec la phosphorylation de la protéine Shc et I'activa-
tion de la voie Ras/ERK, mais n’affecte ni la phospho-
rylation d’TRS-1 ni 'activation de la voie PI3K/Akt
(Jensen & De Meyts, 2009).

Interaction de protéines inhibitrices
avec I'’ectodomaine du récepteur de I'insuline

La liaison de I'insuline et I’activation de son récepteur
peuvent étre controlées par différentes protéines
présentes dans le milieu extracellulaire ou dans la
membrane des cellules qui s’associent a ’ectodomaine
du récepteur de l'insuline.

La fétuine-A ou AHSG (a2-Heremans-Schmid gly-
coprotéine) est une glycoprotéine de 60 kDa pro-
duite par le foie. Elle est libérée dans la circulation
sanguine en réponse a une élévation de la glycémie
(Takata et al, 2009) ou du taux des acides gras
libres (Dasgupta et al., 2010), et son taux plasma-
tique est augmenté chez des sujets atteints de diabete
de type 2 et de cancer du foie (Stefan et al, 2008;
Aleksandrova et al., 2014). In vivo et dans des modeles
cellulaires, la fétuine-A inhibe I’autophosphorylation
du récepteur, la phosphorylation d’IRS-1 et l'activa-
tion des voies PI3K/Akt et Ras/ERK en réponse a
I'insuline (Srinivas et al., 1993). Inversement, I'invali-
dation du gene de la fétuine A améliore la sensibilité
a linsuline et confere une résistance a 'obésité in-
duite par un régime riche en lipides (Mathews et al.,
2002). L’effet inhibiteur de la fétuine-A sur 'auto-
phosphorylation du récepteur est maintenu dans des
cellules exprimant un récepteur constitutivement ac-
tivé et dépourvu de sous-unité «, suggérant qu’elle se
lie & la région extracellulaire de la sous-unité 3, pro-
bablement aux deux domaines fibronectine de type 3
(Goustin & Abou-Samra, 2011).

La protéine PC-1 (Plasma Cell membrane gly-
coprotein 1) ou ENPP1 (EctoNucleotide Pyrophos-
phatase Phosphodiesterase 1) est une protéine trans-
membranaire de classe II de distribution ubiquitaire
(Goding et al., 1998). Son expression dans les cel-
lules cibles de I'insuline est augmentée chez les sujets
insulino-résistants et diabétiques de type 2 (Goldfine
et al., 1998). Expérimentalement, la surexpression de
la protéine PC-1 dans des cellules en culture in-
hibe l'autophosphorylation du récepteur et 'activa-
tion des voies de signalisation de I'insuline, et induit
in vivo un état d’insulino-résistance (Goldfine et al.,
1998). La protéine PC-1 se lie au domaine connectif
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de la sous-unité «, localisé dans la séquence 485-599
(Goldfine et al., 1998 ; Maddux & Goldfine, 2000). Des
études génétiques ont montré que lallele K121Q de la
protéine PC-1, un meilleur inhibiteur de I'activité ki-
nase du récepteur, est associé a l'insulinorésistance et
au diabete de type 2 (Goldfine et al., 1998 ; Maddux
& Goldfine, 2000).

Déphosphorylation des protéines de signalisation
par des phosphoprotéines phosphatases

La déphosphorylation du récepteur joue un role im-
portant dans la régulation négative du signal de
I'insuline (Asante-Appiah & Kennedy, 2003). Bien
que plusieurs phosphoprotéines tyrosine phosphatases
(PTPa, PTPe, LAR, SHP2 et PTP-1B) aient été im-
pliquées dans cette régulation, les données les plus
convaincantes concernent la PTP1B, une enzyme ex-
primée dans les cellules cibles de I'insuline et localisée
dans le réticulum endoplasmique. La surexpression
de la PTP1B dans des cellules isolées (hépatocytes,
adipocytes, cellules musculaires) inhibe la phospho-
rylation du récepteur de l'insuline et de la protéine
IRS-1, Plactivation des voies PI3K et ERK1/2; et
la stimulation de la synthese du glycogene et du
transport du glucose (Egawa et al, 2001). Inverse-
ment, 'invalidation du geéne de la PTP1B améliore
la sensibilité a l'insuline, augmente la phosphory-
lation du récepteur et d’IRS-1 induite par l'insu-
line dans le foie et le tissu adipeux, et confere une
résistance a ’obésité induite par un régime hyperlipi-
dique (Elchebly et al., 1999). De méme, la déplétion
en PTP1B par des oligonucléotides anti-sens norma-
lise la glycémie et améliore la sensibilité a I'insuline
de souris diabétiques (Zinker et al., 2002). Des études
utilisant des phosphopeptides synthétiques et des mu-
tants de la PTP1B dépourvus d’activité catalytique
ont montré que la PTP1B s’associe a la boucle d’acti-
vation du récepteur et déphosphoryle ses trois résidus
phosphotyrosines, avec une affinité maximale pour le
tandem pTyr1162/pTyr1163 (Salmeen et al., 2000).
La technique de BRET (Bioluminescence Resonance
Energy Transfer) a permis de montrer que I'insuline
stimule rapidement l'interaction entre la PTP1B et
le récepteur de l'insuline. De plus, dans des condi-
tions basales, la phosphatase PTP1B peut également
se lier au précurseur du récepteur de I'insuline dans le
réticulum endoplasmique, prévenant ainsi une activité
autonome du récepteur de 'insuline avant la fin de sa
maturation (Boute et al., 2003).

La déphosphorylation des protéines IRS et Shc,
ainsi que de la sérine kinase Akt, représente un autre
mécanisme de régulation négative de la signalisa-
tion. Deux sérine-thréonine phosphatases ont été im-
pliquées dans la déphosphorylation d’Akt : la PP2A
(Protein Phosphatase 2A), qui déphosphoryle le résidu

phosphothréonine 308, et les phosphatases PHLPP1/2
(PH domain Leucine-rich Protein Phosphatase 1/2)
qui déphosphorylent le résidu phosphosérine 473 (Gao
et al., 2005; Brognard et al, 2007). Les phospha-
tases PHLPP1/2 ont une certaine spécificité de sub-
strat : PHLPP1 déphosphoryle Akt2 et Akt3, alors
que PHLPP2 déphosphoryle spécifiquement Aktl et
Akt3 (Brognard et al., 2007).

Phosphorylation des protéines de signalisation
sur des résidus sérine/thréonine

En réponse a l'insuline, les protéines IRS sont phos-
phorylées sur de nombreux résidus sérine et thréonine
par différentes sérine/thréonine kinases. Selon les sites
phosphorylés et les kinases impliquées la signalisation
en est affectée positivement ou négativement (Gual
et al., 2005; Boura-Halfon & Zick, 2009). Les sites
jouant un role positif, tel que le résidu Ser302, sont
phosphorylés les premiers, principalement par les ki-
nases Akt et mTOR. Leur phosphorylation pourrait
inhiber I'association des IRS & des tyrosine phospha-
tases. La phosphorylation des sites jouant un role
négatif est plus tardive. Elle inhibe, selon la localisa-
tion, l'interaction des IRS avec le récepteur de l'insu-
line ou avec la sous-unité régulatrice de la PI3 kinase,
et, en conséquence, la phosphorylation des IRS sur des
résidus tyrosine et lactivation de la voie PI3K/Akt.
Une autre conséquence de la phosphorylation de ces
sites « inhibiteurs » est d’induire la dégradation des
IRS dans le protéasome (Mothe & Van Obberghen,
1996 ; Greene et al., 2003). De nombreuses sérine ki-
nases sont impliquées, telles que la protéine kinase C
atypique ¢, la p70-S6 kinase, mTOR, Erkl/2, JNK
(Jun kinase), IKK( (inhibitor of nuclear factor kB ki-
nase), SIK-2 (salt-inducible kinase 2), GSK-3 et cer-
taines PKC nouvelles. Certaines de ces kinases sont ac-
tivées par I'insuline, qui exerce ainsi un rétrocontrole
sur son propre signal. Différents agents ou condi-
tions associés a la résistance a l’insuline, tels que
les cytokines proinflammatoires (TNFa et 'TL103), les
acides gras libres, l'angiotensine II, I’endothéline-1,
et le stress cellulaire, stimulent la phosphorylation
des sites inhibiteurs wvia 'activation de ces kinases.
Ainsi, une augmentation de la phosphorylation des
résidus Ser307/Ser612/Ser632 a été observée dans les
états d’insulino-résistance chez I'Homme et ’animal
(Boura-Halfon & Zick, 2009). Comme la protéine IRS-
1, la protéine IRS-2 est phosphorylée sur des résidus
sérine/thréonine (Sharfi & Eldar-Finkelman, 2008),
mais les conséquences de ces phosphorylations ont été
moins étudiées.

La phosphorylation du récepteur de I'insuline sur
des résidus sérine/thréonine en réponse a l'insuline
et & d’autres stimuli (esters de phorbol, analogues
de ’AMPc) a aussi été impliquée dans une régulation



Controéle de la signalisation et de I’action de l'insuline par Grb14 125

négative de la signalisation. In witro, la phospho-
rylation de ces résidus inhibe celle des résidus ty-
rosine (Takayama et al, 1988), et in wvivo une
augmentation de la teneur du récepteur en phos-
phosérine/phosphothréonine a été observée dans des
états d’insulino-résistance humains et animaux (Shao
et al., 2000; Coba et al., 2004). La phosphorylation
des sérines 994 et 1023/1025, cibles de la PKC, a
été impliquée dans I'inhibition de I'activité kinase du
récepteur (Strack et al., 2000).

Association de protéines adaptatrices inhibitrices
au récepteur de l'insuline et a ses substrats

Deux familles d’adaptateurs moléculaires, les fa-
milles SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling)
et Grb7/10/14, interviennent dans une régulation
négative de la signalisation insulinique.

Décrites initialement comme des inhibiteurs de la
voie de signalisation JAK-STAT et de I’action des cy-
tokines, les protéines SOCS inhibent d’autres voies
de signalisation, notamment celles activées par 'insu-
line. Parmi les huit membres de cette famille, SOCS1
et SOCS3 ont été particulierement étudiés dans le
contexte cette régulation (Lebrun & Van Obberghen,
2008). Surexprimées dans le foie, ces protéines in-
hibent la phosphorylation et I’expression des protéines
IRS, atténuent leur association a la PI3 kinase, et
induisent un état d’insulino-résistance et de stéatose
hépatique. Leur surexpression dans les adipocytes pro-
duit des effets comparables. Réciproquement, leur
déplétion par des oligonucléotides anti-sens améliore la
sensibilité a I'insuline de souris génétiquement obeses.
Les protéines SOCS inhibent le signal insuline par
trois mécanismes principaux : (i) en se liant a la
boucle d’activation du récepteur de I'insuline, inhibant
ainsi son activité catalytique (Mooney et al., 2001;
Ueki et al., 2004); (ii) en se liant au résidu pTyr972
dans le domaine juxtamembranaire du récepteur, in-
hibant sa capacité a recruter et phosphoryler les
protéines IRS et She (Emanuelli et al., 2000; Ueki
et al., 2004); et (iii) en se liant aux protéines IRS,
entralnant leur dégradation protéosomale via leur ubi-
quitination (Rui et al., 2002). De maniére intéressante,
les protéines SOCS sont induites par différentes hor-
mones, cytokines et facteurs de croissance, et leur
taux d’expression dans les cellules cibles de I'insuline
est augmenté chez des diabétiques de type 2 et dans
des modeles animaux d’insulino-résistance (Lebrun &
Van Obberghen, 2008).

Décrites initialement comme des régulateurs de la
signalisation de récepteurs aux facteurs de croissance
(Daly, 1998), les protéines de la famille Grb7 se lient
au récepteur de l'insuline activé, mais seules deux
d’entre elles, Grb10 et Grb14, sont physiologiquement
impliquées dans la régulation de I’action de I'insuline

et de 'IGF-1 (Holt & Siddle, 2005 ; Desbuquois et al.,
2013). Notre groupe a réalisé le clonage de la protéine
Grbl4 de rat et étudié en détail son expression et
son mécanisme d’action dans des modeles cellulaires
et animaux.

Grb14, un inhibiteur de la signalisation
de l'insuline

Des analyses génétiques dans diverses populations hu-
maines ont montré que des SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) du geéne codant Grbl4 étaient as-
sociés au diabete de type 2, a une augmentation de
la glycémie et de I'insuline plasmatique a jeun, a une
diminution de la sensibilité a 'insuline et & une mo-
dification de la répartition du tissu adipeux (Heid
et al., 2010; Kooner et al., 2011; Manning et al.,
2012; Morris et al., 2012; Scott et al., 2012 ; Harder
et al., 2013). Par ailleurs, une corrélation inverse entre
I’expression cellulaire de la protéine Grb14 et la sensi-
bilité a I'insuline a été mise en évidence chez 'homme
et dans des modeles animaux d’insulino-résistance.
Grbl4 est augmentée dans le tissu adipeux de su-
jets diabétiques de type 2 et dans le muscle squelet-
tique de patients obeses et insulino-résistants (Cariou
et al., 2004b; Park et al., 2006). Chez les patients
obeses, la réduction de poids induite par un by-pass
gastrique s’accompagne d’une amélioration de la sen-
sibilité a I’insuline et d’une diminution de ’expression
de Grb14 dans le muscle (Park et al., 2006). De méme,
on observe une augmentation de I’expression de Grb14
dans le tissu adipeux de rongeurs génétiquement
obeses et insulino-résistants (souris ob/ob, rats GK),
atténuée par un traitement insulino-sensibilisateur
(Metformine ou Thiazolidinediones) (Cariou et al.,
2004b).

Structure de Grb14

Comme les protéines Grb7 et Grb10 avec lesquelles elle
partage une forte homologie de séquence, la protéine
Grb14 est constituée d’'une succession de domaines
d’interaction protéine-protéine et protéine-lipide et
est dépourvue d’activité catalytique (Cariou et al.,
2004a; Desbuquois et al., 2013) (figure 2). La région
N-terminale, la moins conservée, possede un motif
PS/AIPNPFPEL riche en prolines, impliqué dans I'in-
teraction de Grb14 avec des protéines a domaine SH3
(Browaeys-Poly et al., 2010). Dans la région centrale
se trouvent un domaine RA (Ras-Associating like), qui
permet Passociation avec des petites protéines G (GT-
Pases) activées par l'insuline (Depetris et al., 2009),
et un domaine PH (Pleckstrin Homology), qui re-
connait les phosphoinositides membranaires, plus par-
ticulierement ceux phosphorylés en position D2 et D3
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Fig. 2. Structure des protéines de la famille Grb7.

PP : Proline rich region; RA : Ras-Associating; PH :
Pleckstrin Homology ; PIR ou BPS : Phosphorylated insu-
lin receptor-Interacting Region ou Between PH and SH2
SH2 : Src¢ Homology 2.

de Iinositol. L’analyse par cristallographie de la struc-
ture des domaines RA et PH de Grbl4 a montré
que ces deux domaines forment une unité structu-
rale assemblée en dimere, qui joue un role majeur
dans la liaison de Grbl4 a la GTPase Ras et l'in-
hibition par Grbl4 de la signalisation de l’insuline
(Depetris et al., 2009; Qamra & Hubbard, 2013).
Le domaine PH induit le recrutement de Grbl4 a
la membrane plasmique et positionne favorablement
le domaine RA pour sa liaison aux GTPases. Dans
la partie C-terminale se trouvent un domaine appelé
BPS (Between PH and SH2) ou PIR (Phosphoryla-
ted insulin receptor Interacting Region) et un domaine
SH2, tous les deux impliqués dans l'interaction avec
les RTK. Le domaine BPS/PIR, unique a la famille
des adaptateurs Grb7, est particulierement important
pour l'interaction de Grb14 avec le récepteur de I'insu-
line. Non structuré lorsqu’il est en solution (Moncoq
et al., 2003), ce domaine acquiert une structure tri-
dimensionnelle lorsqu’il interagit avec le récepteur de
I'insuline (Depetris et al., 2005) (figure 3).

Une dimérisation de la protéine Grbl4, stimulée
par linsuline, a été mise en évidence dans des cel-
lules intactes par les techniques de BRET et d’im-
munoprécipitation (Nouaille et al., 2006a). Les do-
maines RA, PH et SH2 sont impliqués dans cette
dimérisation. Bien que la plupart des domaines SH2
soient monomériques, les domaines SH2 des protéines
de la famille Grb7/10/14 forment des homodimeres en
solution (Stein et al., 2003 ; Depetris et al., 2005).

Partenaires de Grb14

En vertu de ses propriétés d’adaptateur moléculaire,
Grbl4 s’associe a de nombreux partenaires. Le
récepteur de l'insuline a été I'un des premiers par-
tenaires identifiés (Kasus-Jacobi et al., 1998), mais
par son domaine SH2 Grbl4 interagit avec d’autres
RTK, notamment le FGFR (Reilly et al., 2000;
Cailliau et al., 2003), Tie2 (Jones et al., 1999) et Ret
(Balogh et al., 2012). Les conséquences de ces in-
teractions varient selon les récepteurs partenaires.
Grb14 inhibe la signalisation du FGFR, mais par

Fig. 3. Interaction entre le récepteur de l'insuline et
l'adaptateur Grb14

La protéine Grb14 se fixe sur le récepteur de l'insuline
activé (pY1158, pY1162, pY1163) via son domaine BPS
(violet) et agit alors comme un pseudosubstrat inhibi-
teur de lactivité catalytique du récepteur. Représentation
schématique (d’apres Desbuquois et al., 2013).

BPS : Between PH and SH2; PH : Pleckstrin Homo-
logy; PP : Poly Proline; RA : Ras Associated ; SH2 :
Src Homology 2.

un mécanisme moléculaire différent de celui impliqué
dans 'inhibition de la signalisation du IR (Cailliau
et al., 2003 ; Browaeys-Poly et al., 2010). En revanche,
Grb14 améliore la signalisation du récepteur Ret dans
des cellules issues de cancer thyroidien, stimulant
leur prolifération (Balogh et al., 2012). Grbl4 s’as-
socie aussi a différentes protéines cytoplasmiques im-
pliquées dans la signalisation de 'insuline, notamment
la protéine d’assemblage IRS-1, 'adaptateur p62/ZIP,
la sérine kinase PDK1 et la tyrosine phosphatase
PTP1B. Les conséquences de ces interactions sur la
signalisation de I'insuline sont décrites plus loin.

Dynamique d’interaction de Grb14 avec le récepteur
de I'insuline

L’interaction de Grbl4 avec le récepteur de lin-
suline en réponse a son activation a été étudiée
par co-immunoprécipitation et BRET dans des cel-
lules surexprimant ces deux protéines, dans la lignée
adipocytaire 3T3L1 et dans le foie de rat in wvivo
(Kasus-Jacobi et al., 1998; Nouaille et al., 2006a;
Desbuquois et al., 2008).
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Cette interaction est temps- et dose-dépendante, et
se maintient tant que le récepteur reste activé et phos-
phorylé. Dans le foie de rat prélevé apres une injection
intra-veineuse d’insuline, Grb14 s’associe au récepteur
activé d’abord dans la membrane plasmique puis dans
les endosomes, suggérant une co-internalisation des
deux protéines ou le recrutement de Grb14 cytosolique
par le récepteur internalisé (Desbuquois et al., 2008).
Cependant, une proportion mineure de Grb14 (3 % du
total) s’associe a ces compartiments membranaires, la
majeure partie se distribuant entre la fraction micro-
somale et le cytosol.

Déterminants moléculaires de I'association
de Grbl14 au récepteur de I'insuline

L’analyse cristallographique du domaine BPS de
Grbl14 en complexe avec le domaine tyrosine kinase
du récepteur de 'insuline et de son domaine SH2 a
permis de préciser les modalités d’association du mo-
dule BPS-SH2 au récepteur (Depetris et al., 2005). 11
a été montré qu'un court motif de 9 acides aminés
du domaine BPS de Grbl4 s’associe au site de liai-
son du substrat dans le récepteur, se comportant ainsi
comme un pseudo-substrat inhibiteur de I'activité ca-
talytique (Depetris et al., 2005). Le domaine BPS de
Grbl14 forme alors deux feuillets et une hélice o qui
présentent une conformation complémentaire du site
actif du récepteur. Par ailleurs, parmi les trois phos-
photyrosines de la boucle d’activation du récepteur,
deux (pTyrl158 et pTyrl1162) s’associent au domaine
SH2 de Grb14, et une (pTyr1163) a son domaine BPS.

Des études de mutagénese dirigée ont confirmé
I'importance de ces phosphotyrosines pour I’associa-
tion du module BPS-SH2 de Grbl4 au récepteur,
et identifié dans chacun des partenaires plusieurs
résidus impliqués dans leur interaction (Depetris et al.,
2005, 2009; Goenaga et al., 2009). Deux interac-
tions particulierement importantes impliquent 'une
les résidus Leul038 de I’hélice aC du récepteur et
Leu404 du domaine BPS de Grbl4, et l'autre les
résidus Lys1168 de la boucle d’activation du récepteur
et Arg387 du domaine BPS de Grbl4. De maniere
intéressante, les résidus 1038 du récepteur de l'insu-
line et Leud04 de Grb14 ne sont pas conservés respec-
tivement dans le récepteur de 'IGF1 et les protéines
Grb7/10, suggérant que leur interaction pourrait ex-
pliquer la spécificité de 'effet inhibiteur de Grb14 sur
le récepteur de I'insuline. Egalement importants pour
I'interaction de Grbl4 avec le récepteur de l'insuline
sont la sérine 370 dans le domaine BPS (Goenaga
et al., 2009) et les lysines 140 et 252 dans les domaines
RA et PH (Depetris et al,, 2009). Ainsi, ’ensemble
des domaines conservés de Grb14, a I'exclusion de la
partie N-terminale, est impliqué dans son association

au récepteur (Depetris et al., 2005, 2009; Qamra &
Hubbard, 2013) (figure 3).

Effets de Grb14 sur la signalisation de I'insuline
in vitro et dans des modeles cellulaires

Des expériences réalisées in wvitro avec des protéines
purifiées ont montré que les protéines de la fa-
mille Grb7 inhibent I'activité catalytique du récepteur
de linsuline de maniere dose-dépendante, Grbl4
exercgant leffet le plus marqué (Grb14 >Grb10 >Gb7).
De plus, le récepteur de l'insuline est plus sensible
a leffet inhibiteur de Grbl4 que le récepteur de
IPIGF-1 (Stein et al., 2001 ; Béréziat et al., 2002). Ces
différences sont probablement liées a des capacités
différentes de ces protéines a s’associer a leurs par-
tenaires, en relation avec des caractéristiques structu-
rales différentes (Depetris et al., 2005, 2009). En ac-
cord avec ces observations, la surexpression de Grb14
dans divers modeles cellulaires entraine une inhibition
de la phosphorylation des protéines IRS-1 et Shc en
réponse a 'insuline, de I'activation des voies de signa-
lisation PI3K et Erk1/2 et de la synthese de glycogene,
sans modification de la phosphorylation du récepteur
(Kasus-Jacobi et al., 1998; Hemming et al., 2001;
Béréziat et al., 2002) (figure 4).

L’inhibition par ARN interférence de I’expression
de la protéine Grb14 dans des hépatocytes de souris en
culture primaire augmente la capacité de l'insuline a
stimuler la phosphorylation des kinases Akt, ERK1/2
et GSK3 et du facteur de transcription FOXO1, et
plus en aval & inhiber la production de glucose (Carré
et al., 2008). Cependant, de maniere inattendue, bien
que potentialisant ’activation par I’insuline de la voie
de signalisation PI3K/Akt, la déplétion & court terme
de Grb14 bloque I'induction par I'insuline de la matu-
ration du facteur de transcription SREBP-1c, et par
voie de conséquence la stimulation de la synthese du
glycogene et de I'expression des genes de la glycolyse
et de la lipogénese. Ainsi, Grbl4 exerce deux effets
sur la signalisation de I'insuline dans les hépatocytes :
I'un négatif, proximal, 1ié a son interaction avec le
récepteur, et 'autre, positif, distal, dans le proces-
sus de maturation et/ou de l'expression de SREBP-
lc. La résistance hépatique a I'insuline est caractérisée
par une diminution de sa capacité a inhiber la pro-
duction de glucose, alors que, paradoxalement, son
effet sur la voie de la lipogénése est préservé, voire
exacerbé (Brown & Goldstein, 2008). En effet, 80 a
90 % des patients obeses ou diabétiques de type 2
présentent une stéatose hépatique. On parle d’une
résistance sélective a l'insuline au niveau du foie,
dont les mécanismes moléculaires sont encore mal
connus. Les conséquences de la déplétion de Grbl4
dans les hépatocytes suggerent que, dans des situa-
tions d’insulino-résistance, I'inhibition de I'expression
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Fig. 4. Modulation de la signalisation de I'insuline par Grb14.

Grbl4 inhibe Dactivité catalytique du récepteur de l'insuline (1). Grbl4 favorise la déphosphorylation du résidu ty-
rosine 972 par la protéine PTP1B ce qui inhibe la liaison des protéines substrats du récepteur de l'insuline (2). En
conséquence on observe une inhibition des voies PI3K/Akt et Ras/Erk (3) et donc une inhibition des phosphorylations
sur sérine des substrats d’Akt (4). Grb1l4 interagit avec PDK1 et semble nécessaire & sa translocation & la membrane
plasmique (5). Cette interaction augmente également effet inhibiteur de Grb14 sur la signalisation de I'insuline. Grb14
est phosphorylée par la PKCC(, ce qui augmente son effet inhibiteur sur le récepteur de I'insuline (6). Enfin Grb14 stimule
indirectement l'activation de SREBP-1¢ par I'insuline (7).

FOXOL1 : Forkhead box O1 ; Grb : Growth factor receptor bound ; GSK3 : Glycogen Synthase Kinase 3 ; PDK1 : Phospha-
tidylinositol Dependent Kinase 1; PH : Pleckstrin Homology ; PIP3 : phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate ; PKC( :
Protein kinase C zeta; PTP1B : Protein Tyrosine Phosphatase 1B; SREBP-1c : Sterol Regulatory Element Binding
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Protein 1c, ZIP : PKC Zeta Interacting Protein.

de la protéine Grbl4 dans le foie pourrait permettre a
la fois d’améliorer I'effet de 'insuline sur la production
hépatique de glucose, et donc d’abaisser la glycémie,
et d’inhiber son effet sur la lipogénese, et ainsi de
diminuer la stéatose hépatique. Grbl4 apparait donc
comme un nouvel acteur important de la sélectivité de
la résistance a l'insuline hépatique, et représente une
cible potentielle pour améliorer la sensibilité a 1’insu-
line et le métabolisme énergétique dans le foie.

Conséquences de I'invalidation du géne Grb14

L’invalidation globale du géne Grbl4 chez la souris a
mis en évidence I'implication physiologique de cette
protéine dans le maintien de I’homéostasie glucidique
et la sensibilité & l'insuline in wvivo (Cooney et al.,
2004). Les souris Grbl4 KO ne présentent pas
d’altérations du développement embryonnaire et ont

une fertilité normale. Leur courbe de croissance révele
une diminution d’environ 5 % de leur masse corpo-
relle lorsqu’elles sont agées, et ce, sans modification
de la prise alimentaire. L’étude comparative des poids
des différents organes montre une diminution relative
du poids du foie et de la rate chez des males agés de
28 semaines par rapport aux souris témoins. A partir
de 16 semaines, la tolérance au glucose et la sensibilité
a l'insuline sont améliorées. Cela s’accompagne d’une
augmentation de l'effet de l'insuline sur la synthese
de glycogene dans le foie et le muscle, ainsi que d’une
augmentation de la stimulation par 'insuline du trans-
port de glucose dans le muscle, mais pas dans le
tissu adipeux. L’expression du récepteur de I'insuline
n’est pas altérée, mais il y a des modifications tissu-
spécifiques des voies de signalisation de I'insuline. En
effet, on observe une augmentation de la phosphory-
lation d'TRS-1, du recrutement de la PI3-K et de 'ac-
tivation d’Akt dans le foie et dans le muscle, mais
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pas dans le tissu adipeux. Simultanément, la phospho-
rylation du récepteur de I'insuline n’est pas modifiée
dans le muscle, alors qu’elle est tres fortement inhibée
dans le foie. On assiste donc dans le foie a une si-
tuation apparemment paradoxale, ou le récepteur est
moins phosphorylé alors que la sensibilité a I'insuline
de la voie IRS/PI3K/Akt et les effets distaux de I'in-
suline sont améliorés. Les souris Grb14 KO présentent
également une cardiomyopathie, une détérioration de
la fonction cardiaque, et une plus grande sensibilité
a lapparition d’infarctus du myocarde. Cependant,
contrairement a ce qui est observé dans le foie et le
muscle squelettique, la phosphorylation d’Akt est di-
minuée dans le coeur de ces souris (Lin et al., 2010).
Une autre conséquence de l'invalidation de Grb14 est
de bloquer I'activation par la lumiere du récepteur de
I'insuline associé aux cellules photoréceptrices de la
rétine (Rajala et al.,, 2009). Le role physiologique de
Grb14 est donc complexe, il dépend du tissu considéré
et n’est probablement pas limité a I'inhibition de la
sensibilité a l'insuline. I est important de souligner
que la réalisation d’une invalidation globale de Grb14
a un stade précoce du développement permet a des
mécanismes d’adaptation de se mettre en place, et
ceci peut rendre compte des conséquences différentes
a court terme et a long terme de sa déplétion. Le
développement dans le futur de modeles d’invalida-
tion inductible et ciblée de Grbl4 devrait permettre
d’apporter des informations plus précises sur le role
de Grb14 dans les différents tissus qui expriment cette
protéine.

Comme la protéine Grbl4, la protéine Grbl0
affecte négativement la signalisation de l’insuline.
L’invalidation simultanée de ces deux protéines ne
s’accompagne pas d'un effet additif sur la signali-
sation, impliquant qu’elles affectent de maniere si-
milaire la partie proximale de la signalisation. Ce-
pendant, contrairement a ce qui est observé apres
invalidation simple, cette double invalidation protege
les souris de l'intolérance au glucose induite par un
régime hyperlipidique, suggérant des effets non redon-
dants sur la régulation de ’homéostasie du glucose
(Holt et al., 2009).

Interrelations entre deux inhibiteurs du récepteur
de I'insuline : Grb14 et la protéine tyrosine
phosphatase PTP1B

PTP1B se lie au niveau de la boucle kinase du
récepteur (Li et al., 2005), & proximité du site de
liaison de Grbl4, suggérant que ces deux protéines
pourraient entrer en compétition pour le recrute-
ment sur le récepteur. L’utilisation de la technique
de BRET, qui permet de mettre en évidence des mo-
difications d’interaction protéine-protéine, a montré
que la co-expression de la protéine Grbl4 diminue

le signal de BRET mesuré entre le récepteur de
I'insuline et PTP1B, suggérant une modification de
I'interaction entre PTP1B et le récepteur lorsque
Grb14 est présente. L’utilisation d’anticorps phospho-
spécifiques dirigés contre les différents résidus tyrosine
phosphorylés du récepteur a permis de montrer que
la présence de Grbld protege les trois tyrosines
de la boucle catalytique régulatrice du domaine ki-
nase de la déphosphorylation par PTP1B, mais fa-
vorise la déphosphorylation de la tyrosine 972 située
dans le domaine juxtamembranaire (figure 4). Ce
résidu Y972 est le site de liaison des substrats du
récepteur, les protéines Shc et TRS. L’augmentation
de sa déphosphorylation en présence de Grbl4 s’ac-
compagne d’une diminution de l'interaction entre
récepteur et TRS-1 ainsi que de la phosphorylation
sur tyrosine d’IRS-1, et d’une diminution de Dacti-
vation des voies de signalisation en aval, telles que
Akt et ERK1/2 (Nouaille et al., 2006a, 2006b). Ces
expériences suggerent que l'interaction de Grb14 avec
le récepteur de 'insuline inhibe I'activité du récepteur
par deux mécanismes complémentaires, une inhibi-
tion directe de l'activité catalytique wvia la liaison
d’'un motif du domaine BPS/PIR comme pseudo-
substrat au niveau du site catalytique, et wvia la
redirection de lactivité de PTP1B vers le résidu
Y972 juxtamembranaire. Ces observations expliquent
le phénotype paradoxal du récepteur de I'insuline du
foie de souris Grb14 KO (Cooney et al., 2004), qui est
plus actif, par suite de ’absence de l’effet inhibiteur
de Grbl4, mais qui est moins phosphorylé que dans
les foies témoins car PTP1B peut accéder plus faci-
lement a sa cible. Il semble donc qu’il n’y ait pas de
corrélation directe entre le niveau de phosphorylation
du récepteur de 'insuline et son activité catalytique,
et que ces parametres soient dépendants de 'expres-
sion relative des protéines PTP1B et Grbl4 dans le
tissu considéré.

Grbl4 est également exprimée dans la rétine,
ou elle controle l'activation du récepteur de l'in-
suline en réponse a la lumiere. L’interaction de
Grbl4 avec PTP1B, qui requiert la phosphoryla-
tion de la tyrosine 347 dans son domaine BPS, in-
hibe l'activité de la phosphatase, protégeant ainsi le
récepteur de la déphosphorylation (Rajala et al., 2009 ;
Basavarajappa et al., 2011).

Effets de Grb14 sur la signalisation de I'insuline
non relayés par son association au récepteur

Certains effets de la surexpression de Grbl4 dans des
modeles cellulaires semblent étre liés a son interaction
avec des protéines cytoplasmiques impliquées dans la
signalisation de l'insuline, en particulier I'adaptateur
p62/ZIP (Cariou et al., 2002) et la sérine kinase PDK1
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(King & Newton, 2004) (figure 4). En relayant I’asso-
ciation de Grb14 a la PKC(, I'interaction de Grb14 a
ladaptateur p62/ZIP a pour conséquence de stimuler
la phosphorylation de Grbl4 sur des résidus sérine,
laquelle potentialise son effet inhibiteur sur la signa-
lisation de l'insuline. L’interaction de Grbl4 avec la
kinase PDK1 a été impliquée dans plusieurs effets de
Grb14 sur la signalisation de l'insuline, les uns po-
sitifs et d’autres négatifs. A partir d’expériences uti-
lisant un mutant de Grbl4 se liant normalement au
récepteur mais incapable de se lier a la PDK1, il a
été montré que l'interaction de Grb14 avec la PDK1
facilitait le recrutement de la PDK1 a la membrane
et lactivation d’Akt en réponse a l'insuline dans des
cellules HEK (King & Newton, 2004). Toutefois, cette
interaction est également impliquée dans la capacité
de Grbl4 & inhiber I'action de I'insuline dans des ovo-
cytes de xénope et des fibroblastes embryonnaires de
souris (Goenaga et al., 2009). Ces effets opposés de
Grb14 dans des modeles cellulaires différents doivent
étre clarifiés.

Comme mentionné précédemment, les conséquen-
ces de l'invalidation a court terme de Grbl4 dans
les hépatocytes sur la synthese du glycogene et 1’ex-
pression des genes de la glycolyse et de la lipogénese
suggerent un site distal d’action de Grbl4, en aval
d’Akt mais en amont de SREBP-1c. Le ou les parte-
naire(s) impliqué(s) dans cette interaction reste(nt) a
étre identifié(s).

Conclusions

La prévalence des maladies métaboliques que sont
Iobésité, le diabete de type 2 et le syndrome
métabolique est en croissance quasi épidémique dans
les pays industrialisés depuis plusieurs décennies, et
ce phénomeéne atteint maintenant de facon aigué les
pays émergents et les pays en voie de développement.
Ces pathologies sont étroitement associées a une
insulino-résistance, qui se traduit dans un premier
temps par une augmentation de la sécrétion d’insuline
afin de maintenir ’homéostasie glucidique. De facon
intéressante, des études épidémiologiques mettent
en évidence une augmentation de la prévalence
de certains cancers dans les populations atteintes
d’obésité ou de diabete de type 2, suggérant une
implication potentielle de 'hyperinsulinémie associée
a l'insulino-résistance (Calle & Kaaks, 2004). Une
meilleure connaissance des protéines effectrices im-
pliquées dans l’ensemble des voies de signalisation
activées par l'insuline et de leur implication dans
le métabolisme et la croissance cellulaires est donc
une étape préalable nécessaire a l’identification de
nouvelles cibles potentielles pour le traitement de
ces pathologies. A cet égard, la protéine Grbl4 est

particulierement intéressante. En effet, les analyses
fonctionnelles et structurales montrent que Grbl4
est un inhibiteur spécifique de l'activité catalytique
du récepteur de linsuline. En corrélation avec les
études réalisées dans les modeles cellulaires et murins,
les données génétiques obtenues chez ’'Homme sont
également en faveur d’un effet délétere de Grb14 sur la
sensibilité et I’action de I'insuline. Il semble cependant
que le mécanisme d’action de Grbl4 ne soit pas res-
treint a son role d’inhibiteur de I'activité catalytique
du récepteur de I'insuline. En effet, Grb14 semble avoir
une action protectrice sur la fonction cardiaque (Lin
et al., 2010) et une action duelle sur la régulation du
métabolisme énergétique dans le foie (Carré et al.,
2008). Ces effets sont attribuables a l'interaction de
Grbl4 avec d’autres partenaires, contribuant ainsi a la
régulation de I’action de I'insuline mais aussi de la pro-
lifération cellulaire (Goenaga et al., 2009). De facon
surprenante, il a été récemment montré que, dans un
modele murin de tumorigenese associé a la présence
d’un mutant ponctuel du récepteur du FGF, il exis-
tait une augmentation de l’expression de Grb14 dans
les ilots pancréatiques, induisant une stimulation de la
sécrétion d’insuline (Ezzat et al., 2013). Cette étude
suggere que ’augmentation du risque de cancer associé
au FGFR mutant pourrait étre dépendante de I'aug-
mentation des concentrations circulantes d’insuline,
faisant ainsi un lien entre diabete et cancer (Gallagher
& LeRoith, 2013). La régulation de la sensibilité a I'in-
suline par Grb14 semble donc extrémement complexe,
faisant intervenir entre les différents tissus des inter-
relations subtiles qui demandent a étre élucidées.
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