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PiT1 : du transport
de phosphate a la signalisation

insulinique

Anne Forand

> U'obésité est aujourd’hui une maladie
répandue dans le monde entier. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé, en
2014, 39 % des adultes de plus de 18 ans
étaient en surpoids et, parmi eux, 13 %
étaient obeses. Ces chiffres ont été mul-
tipliés par deux depuis 1980.

L'obésité est un facteur de risque aggra-
vant pour des maladies cardiovascu-

laires, le diabéete

(=») Voir la Synthese de
D. Junquero et Y. Rival,
m/s n° 12, décembre
2005, page 1045

de type Il et le
syndrome métabo-
lique [1] (=»). Ce
dernier se carac-
térise notamment par une augmentation
du tissu adipeux viscéral, par une résis-
tance a Iinsuline et une hypertension.

Le foie, organe majeur du métabolisme
Le foie est I"organe majeur qui régule
a la fois I’homéostasie glucidique et
lipidique. Chez un individu sain, 'apport
de glucose par I'alimentation stimule
la production d’insuline au niveau du
pancréas. Linsuline agit sur différents
tissus cibles afin de diminuer la glycé-
mie sanguine et la ramener @ un taux
basal. Elle stimule 'entrée de glucose
au niveau des muscles, du foie et du
tissu adipeux (TA) ol il va étre stocké
sous forme de lipides via la lipogenése
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(dans le foie et le TA) ou sous forme de
glycogeéne (dans le foie et le muscle).
Linsuline inhibe également la produc-
tion de glucose par le foie (appelée
néoglucogenése). Chez un individu insu-
lino-résistant, les organes cibles ne
répondent pas, ou mal, a I'insuline avec
pour conséquence, un relargage continu
d’acide gras par les adipocytes (hyper-
lipidémie), une production continue de
glucose par le foie (hyperglycémie) ainsi
qu’une accumulation d’acides gras sous
forme de triglycérides (stéatose hépa-
tique) [2].

Il était une « foie » PiTl...

La protéine membranaire PiT1 (inorganic
phosphate transporter 1) est constituée
de 12 domaines transmembranaires et
d’une large boucle intracellulaire. Ini-
tialement identifiée comme un récep-
teur de rétrovirus, PiTl joue un rdle
de co-transporteur sodium-phosphate.
Depuis quelques années, de nouvelles
fonctions ont été mises en évidence pour
cette protéine. Elle a été notamment
impliquée dans la régulation de la proli-
fération, de adhérence et de la densité
cellulaire, mais aussi dans I"apoptose
induite par le TNF-a (tumor necrosis
factor alpha) ou encore la différencia-
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mammary tumors of MMTV-ras mice. Histochem Cell
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tion érythrocytaire [3]. La plupart de
ces nouvelles fonctions ont été décrites
comme étant indépendantes de sa
fonction de transporteur de phosphate.
Linvalidation totale du géne codant
la protéine PiTl chez la souris a pour
conséquence une |étalité embryonnaire
a 12,5 jours de gestation. Les embryons
meurent d’une anémie sévere et pré-
sentent un foie apoptotique, celui-ci
étant I"organe hématopoiétique a ce
stade du développement [4].

Dans le but de déterminer si la protéine
PiTl pouvait jouer un role dans le fonc-
tionnement du foie, nous avons croisé
des souris portant le gene PiT! flanqué de
2 sites loxP! avec des souris exprimant la
recombinase Cre! sous contrdle du pro-
moteur de I’albumine [5]. Ce promoteur,
exprimé uniquement dans les hépato-
cytes, n'est que tres faiblement actif en
fin de gestation, son activité augmentant
ensuite graduellement apres la nais-
sance [6] . Les souris qui naissent de ce
croisement (que nous nommerons par la

! Le systeme de recombinaison Cre-lox utilise I’enzyme
recombinase Cre, une tyrosine recombinase issue du bacté-
riophage P1, afin de cibler des séquences loxP (également
issues du bactériophage P1), permettant ainsi d’activer,
réprimer, voire méme échanger, les genes situés entre les
séquences lox.
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Figure 1. Représentation schématique de la voie de signalisation insulinique. La liaison de Iin-

suline a son récepteur entraine 'autophosphorylation de celui-ci et son activation, qui induit le

recrutement de protéines d’ancrage telles que I'IRS1 (insulin receptor substrat 1). 'IRS1 va étre

phosphorylée & son tour, ce qui va permettre le recrutement de la PI3K (phosphatidylinositol

3-kinase). Celle-ci phosphoryle les phosphatidylinositol diphosphates (PIP2) de la membrane

cellulaire en phosphatidylinositol triphosphates (PIP3), activant ainsi AKT2. Cette derniére va

exercer diverses actions : stimuler la synthése de lipides et du glycogeéne, inhiber la production

de glucose par le foie et favoriser I"entrée de glucose dans les cellules. PTEN (phosphatase and

tensin homolog) possede un rdle antagoniste a la PI3K et inhibe I'activation d’AKT. Les phos-

phorylations sur des tyrosines sont représentées par des cercles rouges. Foxo : forkhead box 0 ;

GSK3 : glycogen synthase kinase 3 ; SREBP : sterol regulatory element binding protein ; AKT2 : PKB

(protéine kinase B) béta.

suite souris TG pour transgéniques) sont
donc invalidées pour le gene PiTI spéci-
fiquement au niveau des hépatocytes et
atteignent I’dge adulte.

Linvalidation hépatocytaire de PiTl

conduit a un phénotype métabolique

Nos premiéres observations [5] mon-
trant que les souris TG prenaient moins
de poids que les souris contrdles (CT),
nous ont conduit a nous intéresser a
leur métabolisme. Nous avons mis en
évidence que cette prise de poids dimi-
nuée s’accompagnait d’une masse de TA
plus faible. Ces différences de prise de
poids ne proviennent pas d’un déséqui-
libre entre I'apport alimentaire et les
dépenses énergétiques. La mesure du
quotient respiratoire indique toutefois
que les souris TG ont une préférence pour
I’utilisation des carbohydrates comme
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substrat énergétique (vs I'utilisation
des lipides). Ceci pourrait, en partie,
expliquer I"hypoglycémie a jeun obser-
vée chez ces animaux. Un défaut dans la
production de glucose hépatique pour-
rait également étre a I'origine de cette
hypoglycémie a jeun. €n effet, alors
que le glucose est stocké sous forme
de glycogene en période nourrie, il est
produit par le foie via la néoglucoge-
nese au cours du jelne. Afin de tester
cette hypothése, nous avons évalué les
niveaux d’expression d’enzymes clés de
la néoglucogenese et, de fagon surpre-
nante, nous avons observé une augmen-
tation de "expression du co-activateur
Pgclol (PPARY [peroxisome proliferator-
activated receptor Y] coactivator la)
et de I’enzyme PEPCK (phosphoenolpy-
ruvate carboxykinase) dans le foie des
souris TG. &n revanche, la production

de glucose a partir du pyruvate était
équivalente pour les deux génotypes,
a la fois in vitro, dans des hépatocytes
primaires en culture, et in vivo. Ces
résultats indiquent que la production
de glucose hépatique n'est pas altérée
par I"absence de la protéine PiTl et
suggerent que I’augmentation d’expres-
sion des enzymes de la néoglucogenése
que I’on observe survient en réponse a
I’hypoglycémie a jeun chez les souris TG.

PiT1 intervient dans le rétrocontréle
négatif de la signalisation insulinique

Sensibilisation a I’insuline in vivo

Linsuline est ’hormone qui régule la
glycémie. Sa liaison a ses récepteurs
induit leur autophosphorylation ainsi
que la phosphorylation de substrats en
aval, notamment I'IRS1 (insulin recep-
tor substrat 1) [7]
(=¥). Les tyrosines
phosphorylées de
I’IRS1 sont des
sites de liaison pour la kinase PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), dont
I’activation conduira a celle de la kinase
AKT (aussi appelée protéine kinase B)
(Figure 1) [8]. Nous avons observé que

(=») Voir la Synthese de
J. Capeau, m/s n° 8-9,
aoiit-septembre 2003,
page 834

les souris TG, a I’état nourri, présen-
taient une glycémie équivalente a celle
des souris CT, mais que leur insulinémie
associée était plus basse. Des tests de
tolérance au glucose et a Iinsuline ont
mis en évidence, chez les souris TG, une
meilleure tolérance au glucose, ainsi
qu’une meilleure sensibilité a I'insu-
line. Une augmentation de la signali-
sation insulinique, se manifestant par
une phosphorylation plus importante du
récepteur a I'insuline, d’AKT et de GSK3
(glycogen synthase kinase 3), a égale-
ment été observée in vivo.

Prolongation du signal insulinique in vitro
Afin de mieux comprendre les méca-
nismes impliqués, nous avons étudié la
signalisation insulinique in vitro dans
des fibroblastes embryonnaires de souris
(MEF) sauvages (CT) et invalidés pour le
géne PiT1 (KO, knock-out). Nous avons
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Figure 2. Représentation schéma-
tique de U'effet de Pinvalidation de
PiTI (inorganic phosphate transporter
1) sur la signalisation insulinique.
(A) €n présence de PiT1, un rétrocon-
trole négatif, déclenché par un signal
insulinique prolongé, va permettre
I’arrét du signal. PTEN (phosphatase
and tensin homolog) déphosphoryle
le phosphatidylinositol triphosphate
PIP3 en phosphatidylinositol diphos-
phate PIP2 et, ainsi, inactive la kinase
AKT2. PTEN déphosphoryle également
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observé, dans les MEF KO, un taux plus
important de récepteurs de I'insuline
ainsi qu’une phosphorylation d’AKT pro-
longée dans le temps. Paralléelement,
nous avons mis en évidence une ciné-
tique plus lente de dégradation de I'IRS1,
cette dégradation constituant Iun des
systemes de régulation qui permet de
stopper la signalisation insulinique [9].
A la suite de la liaison de Pinsuline & son
récepteur, I'IRS1 des MEF sauvages est
phosphorylé sur des sérines (S) / thréo-
nines (T), entrafnant son ubiquitination
et sa dégradation par le protéasome
[10]. Dans les MEF KO, on observe une
absence de phosphorylation des S/T de
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I’IRS1, ainsi qu’une diminution de son
ubiquitination apres stimulation par I’in-
suline. LIRS est ainsi stabilisé, entral-
nant un retard dans le rétrocontrdle
négatif de la signalisation insulinique
dans les cellules MEF KO.

La protéine USP7, le lien entre PiTl et
IRS1
Parmi les partenaires possibles de la

protéine PiTl, identifiés au cours d’un

criblage double hybride chez la levure?,

% Méthode permettant de mettre en évidence des asso-
ciations de protéines apres transfection des ADN complé-
mentaires correspondants dans la levure Saccharomyces
cerevisiae.

tion (Ub, ubiquitine) de I'IRSI et sa
dégradation par le protéasome. (B)
€n I'absence de PiTl, I'expression de
PTEN et son association avec I'IRS1
diminue, n’entrainant pas I'inacti-
vation d’AKT2. De plus, USP7 reste
associée a I'IRS1, la protégeant ainsi
de I'ubiquitination et empéchant
donc sa dégradation. Les phospho-
rylations sur des sérines/thréonines
sont représentées par des cercles
bleus. Les phosphorylations sur des
tyrosines sont représentées par des
cercles rouges. AKT2 : PKB (protéine
kinase B) béta.

nous nous sommes intéressés plus par-
ticuliérement & la protéine USP7 (ubi-
quitin-specific-processing protease
7), une dé-ubiquitinase connue pour
se lier a 'IRS1 et empécher sa dégra-
dation [11]. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont montré que
les protéines USP7 et IRS1 interagissent
dans les cellules MEF sauvages et KO en
condition de privation. l'ajout d’insuline
dans le milieu entrafne la dissociation
du complexe USP7-IRS1 dans les cellules
MEF CT, alors que les deux protéines
restent liées dans les MEF KO. Par ail-
leurs, PTEN (phosphatase and tensin
homolog) une tyrosine phosphatase de



P’IRS1 [12] connue pour interagir, elle
aussi, avec USP7 [13], est plus faible-
ment associée a I"IRS1 dans les MEF
KO en réponse a I'insuline. 'ensemble
de ces données suggeérent que la pro-
téine PiT1 module les interactions USP7/
IRS1 et PTEN/IRSI, jouant ainsi un réle
sur 'ubiquitination et la dégradation
de P'IRS1. Uexpression de novo de PiTl
(sauvage ou mutée pour sa fonction de
transporteur de phosphate) dans des
cellules MEF KO restaure le phénotype
sauvage, confirmant son réle dans la
signalisation insulinique et I'ubiquitina-
tion de I’IRS1. La suppression de USP7 a
Iaide de siARN (small interfering RNA)
restaure également le phénotype, sug-
gérant ainsi que la protéine PiT1 module
la signalisation insulinique via son inte-
raction avec USP7 (Figure 2).

Des souris protégées contre le diabéte
et 'obésité induits par un régime riche
en lipides et en fructose

Les souris sauvages et TG ont été sou-
mises @ un régime riche en lipides et
en fructose. Contrairement aux souris
sauvages, les souris TG ne deviennent
ni obéses ni diabétiques. Elles n’accu-
mulent pas de TA viscéral et ne déve-
loppent pas d’inflammation de ce tissu.
Au niveau hépatique, la quantité de
triglycérides mesurée est plus faible
chez ces souris TG, qui ne développent
pas de stéatose. Les marqueurs d’in-
flammation, de fibrose et de cytolyse

hépatiques, augmentés chez les souris
sauvages, restent inchangés chez les
souris TG.

Conclusion

’accumulation de lipides dans le foie
provient d’une augmentation de Ientrée
des acides gras dans les hépatocytes,
d’une augmentation de leur synthese et/
ou d’une diminution de leur oxydation.
Nous avons examiné I'effet de I’expres-
sion de différentes enzymes impliquées
dans ces voies. Nos résultats [5] ont
montré que PiTl protégeait de I'accu-
mulation de triglycérides dans les hépa-
tocytes via une diminution de I’entrée
des acides gras et une diminution de
I’expression des enzymes lipogéniques,
en particulier du facteur de transcrip-
tion SREBP1c (sterol regulatory element
binding protein 1c).

Le transporteur PiTl serait ainsi une
cible thérapeutique potentielle dans un
contexte de syndrome métabolique, de
diabete et d’obésité. Des études portant
sur le mécanisme par lequel PiT1 module
I’activité de ses partenaires pourraient
ainsi permettre le développement de
modulateurs efficaces. ¢

PiT1: from phosphate transport to
insulin signaling
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