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- Résumé-

L'ostréiculture française repose essentiellement sur l'exploitation d'une seule espèce, 

l'huître creuse Crassostrea gigas. Face aux difficultés rencontrées par la profession, une 

meilleure compréhension de la reproduction et de la croissance de ces animaux s'avère 

essentielle. 

L'implication de molécules de la famille des insulines/IGFs dans la régulation de ces 

processus physiologiques a été recherchée chez C. gigas: l'effet biologique de l'IGF-l 

recombinant humain (IGF-l rh) a été suivi au cours d'un cycle biologique sur des cellules de 

gonade et de bord du manteau, tissus cibles de la reproduction et de la croissance somatique et 

coquillière chez l'huître. 

- L'IGF-l rh stimule les proliférations cellulaires dans la gonade en période de 

multiplication des cellules germinales (68% à 10-12 M) et active les synthèses de protéines des 

cellules germinales lors de la période de développement et de maturation des gamètes (41 % à 

10- 13 M). 

- L'IGF-l rh stimule les synthèses protéiques des cellules de bord du manteau en 

période de croissance des parties molles de l'huître (57,5% à 1O-IIM) et de pousse coquillière 

active (56% à 10-10 M). 

Ces données indiquent que des molécules de type insulinelIGF seraient impliquées 

dans le contrôle de la reproduction et de la croissance chez C. gigas. 

L'effet saisonnier de molécules de type insulinelIGF peut être associé à une expression 

différentielle des récepteurs spécifiques de ces molécules. L'existence de ces récepteurs a été 

mise en évidence chez C. gigas par le déplacement de la liaison de l'IGF-l rh au niveau des 

différents tissus cibles. De plus, la caractérisation d'un récepteur homologue de type insuline 

a été réalisée par une approche de biologie moléculaire. Ce récepteur présente une relative 

conservation avec les autres récepteurs de la famille. Il s'exprime de façon ubiquitaire chez 

l'adulte, son niveau d'expression variant selon les tissus, et présente une expression 

différentielle au cours du développement larvaire. 



- Summary-

Oyster reanng along the French Atlantic coastline relies upon a single specles, the 

Pacific oyster Crassostrea gigas. In this context, understanding of reproduction and growth 

pro cesses would be useful to cope with the difficulties coming upon the profession - spawn 

obtention, summer mortalities, epizootie risks and growth problems. 

Involvment of sorne molecules belonging to insulin/IGF superfaITÙly in regulation of 

growth and reproduction has been investigated in C. gigas. In vitro biological effects of 

human recombinant IGF-1 (IGF-l rh) on gonadic and mantle edge cells - which are target 

tissues to oyster reproduction, somatic growth and shell growth - have been followed up 

during an annual cycle. 

- IGF-1 rh stimulates cell proliferation during germinal cells multiplication stage (68% 

at 10-12 M). It also activates germinal ceUs protein synthesis during gametes development and 

maturation (41 % at 10-13 M) . These results indicate that C. gigas reproduction may be under 

partial control of sorne insulinlIGF-like molecules. 

- IGF-1 rh stimulates mantle edge cells protein synthesis during oyster soft tissues 

growth (57,5% at 1O- IIM) and active shell growth (56% at 10-10 M). 

These results suggest that insulin/IGF-like molecules may also be involved in somatic 

growth control. 

Insulin/lGF-likes seasonal effect on those biological processes can be associated with 

differential expression of their specific receptors. In C. gigas, the occurrence of such a 

receptor has been enlightened studying the shift of IGF-l rh binding to its target tissues. 

Furthermore, a homologous insulin-like receptor has been characterised using a molecular 

biology approach. This receptor presents a relative conservation when compared to other 

members of the family. Its expression is ubiquitous during adult stage even though expression 

level is tissue specific. The receptor also shows a differential pattern of expression during 

larval development. 
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L'huître est un Mollusque bivalve de la famille des Ostréidés. Au sein de cette famille, 

la classification distingue plusieurs genres, dont deux sont actuellement présents sur nos côtes 

et font l'objet d'une ostréiculture développée: 

- le genre Ostrea, représenté par l'huître plate européenne Ostrea edulis, fut décimé 

dans les années 1970 par deux parasitoses successives (Grizel et al., 1974) provoquées par les 

protozoaires Marteilia refringens (maladie dite des Abers ou de la glande digestive en 1974) 

et Bonamia ostreae (la bonamiose en 1979) ; toutefois quelques gisements ont subsisté et leur 

exploitation fournit actuellement une production de base constante. 

- le genre Crassostrea qui regroupe plusieurs espèces réparties dans le monde entier, 

dont les deux espèces les plus importantes sur le plan ostréicole: Crassostrea gigas et 

Crassostrea virginica . En Europe, l'espèce Crassostrea angulata, originaire du Portugal, a été 

importée en France et cultivée jusque dans les années 70 où elle a disparu, victime d'une 

épizootie virale, la "maladie des branchies" (Comps et Duthoit, 1976). Son remplacement par 

Crassostrea gigas a permis l'essor de ]' ostréiculture en France ces dernières années. 

Situation économique de la conchyliculture. 

La culture de Mollusques bivalves est une activité très ancienne pratiquée dans la 

plupart des pays qui possèdent une façade littorale. L'huître est l'espèce la plus cultivée au 

monde : sa production annuelle dépasse 3,5 millions de tonnes en provenance majoritaire de 

Chine, premier producteur mondial (78% de la production mondiale). La France occupe le 

4ème rang mondial avec une production annuelle qui avoisine les 150 000 tonnes (5% de la 

production mondiale) (données FAO, 1999) ce qui représente près de 90% de la production 

européenne. La région Basse-Normandie est l'une des plus importantes régions ostréicoles 

françaises: elle produit 30 000 tonnes d'huîtres destinées soit à la consommation, soit à 

l'exportation vers d'autres régions ostréicoles françaises, comme la région de Marennes 

Oléron qui pratique sur les huîtres normandes un affinage spécifique (verdissement des 

branchies par les pigments de la microalgue Haslea ostrearia) qui leur confère un label de 

qualité commerciale. La production bas-normande est répartie dans quatre principaux sites de 

production: Meuvaines-Asnelles, la Baie des Veys, Saint-Vaast-la-Hougue et la côte ouest du 

Cotentin. L'ostréiculture repose sur un approvisionnement en naissain en quantité suffisante 

et de bonne qualité, issu soit du captage naturel soit de la production en écloserie, et sur 

l'optimisation de la croissance de ce naissain jusqu'à sa commercialisation. La 

compréhension et la maîtrise des processus de reproduction, de développement larvaire et de 
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crOIssance de ces anImaux s'avèrent donc essentielles pour le développement de cette 

pratique. 

Reproduction. 

L'appareil reproducteur, localisé dans la région gonadique, tissu mixte entre la glande 

digestive et le manteau, est constitué de tubules gonadiques, plus ou moins développés selon 

le stade de la gamétogenèse, et de tissu de réserve. En période de maturité sexuelle, les 

tubules gonadiques envahissent la totalité de la région gonadique qui, du fait de son aspect 

laiteux et de sa coloration blanchâtre, devient visible. Cet appareil génital ne présente pas 

d'organes sexuels accessoires. 

Chez les huîtres creuses Crassostrea gigas, la sexualité est dite alternative, les 

animaux présentant parfois des changements de sexe d'un cycle gamétogénétique à l'autre. Le 

déterminisme de cet hermaphrodisme successif facultatif reste encore mal connu, impliquant 

certainement des facteurs externes (température et alimentation) mais aussi des facteurs 

internes. Seuls quelques cas d'hermaphrodisme "vrais" (présence simultanée de gamètes 

mâles et femelles dans la même gonade) ont été observés. 

La reproduction comprend globalement trois phases: en automne, une phase de repos 

sexuel marquée par la réorganisation du tissu de réserve (après la ponte); en hiver et au 

printemps, une phase de développement des tubules gonadiques, de multiplication des cellules 

germinales par mitoses successives puis de maturation des gamètes; au cours de la troisième 

phase en été a lieu l'émission des gamètes matures. Ces gamètes matures sont émis par 

"pontes" successives directement dans l'eau de mer où se déroule la fécondation; l'huître 

creuse est une espèce ovipare à fécondation et développement externes, à la différence de 

l'huître plate Ostreaedulis chez laquelle ces processus ont lieu dans la cavité palléale. Sur les 

côtes françaises, selon les conditions environnementales, l'émission des gamètes est plus ou 

moins complète: dans les régions les plus au sud (Côtes Aquitaines et Charentaises) la ponte 

est totale, alors que dans les régions plus au nord (Normandie et Bretagne), où la température 

de l'eau est plus basse, la ponte est partielle et de nombreux gamètes résiduels subsistent dans 

la gonade après la ponte estivale. 

Les différentes phases de la reproduction présentent donc une périodicité qUI peut 

subir quelques variations chronologiques selon les conditions environnementales . Lors de 

chaque nouveau cycle, la gamétogenèse est réinitiée dans les tubules régressés qui se situent à 

la périphérie de la région gonadique, accolés à l'épithélium qui limite cette région . Dans ces 
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tubules, la gamétogenèse et l'élongation des tubules à la suite des mitoses successIves se 

déroulent de façon centripète (Figure 1). Une première maturité sexuelle est atteinte dès l'âge 

d ' un an, mais reste cependant réduite en terme de quantité de gamètes par rapport à des 

animaux qui réalisent leur deuxième ou troisième cycle de reproduction. 

Développement embryonnaire et larvaire . (Figure 2) . 

L'ensemble du cycle de développement (de la fécondation à l'obtention de naissain) 

dure environ 21 jours. 

Le développement embryonnaire des larves d'huîtres creuses C. gigas débute après la 

fécondation par une succession de clivages de l' œuf aboutissant au stade morula, blastula 

puis gastrula (au bout de 4 à 6 heures) . L'embryon se développe ensuite en larve trocophore 

(40 à 50 !lm) qui possède un organe de nage cilié constitué de deux couronnes de cils mobiles 

(le prototroche qui formera le velum et le télotroche localisé en arrière du blastopore) et d'un 

organe sensoriel (touffe de cils à l' extrémité antérieure) . La glande de la coquille se met en 

place et s'étend rapidement pour former les deux valves qui entourent peu à peu l'animal. La 

larve se différencie ensuite en larve véligère (larve D, véligère à umbo puis larve oeillée) dont 

les caractéristiques principales sont une charnière rectiligne contrastant avec le reste du 

contour curviligne, et un velum permettant à la larve de se déplacer mais aussi de capter et 

orienter les particules alimentaires vers la bouche. L'étape de la larve umbonnée (présence de 

1'umbo ou véliconche) est caractéristique des larves planctotrophes. Le tractus digestif se met 

en place et devient fonctionnel. Les divers organes larvaires (cœur, rein, gonade . .. ) et le 

système nerveux commencent à s' organiser. Le stade suivant, stade de la larve pédivéligère, 

s'accompagne de la mise en place d'ébauches indifférenciées de certains organes adultes 

comme les branchies, et d'une différenciation plus nette d 'organes larvaires et du système 

nerveux. Le pied cilié se développe et s'élargit permettant ainsi à la larve de se fixer (fin de la 

vie planctonique) afin d'acquérir par la suite les caractéristiques de l'adulte. La plupart des 

tissus et organes vont ensuite subir une réorganisation, appelée métamorphose, conduisant à 

l'obtention d'une huître dite juvénile qui compose le naissain. 

La métamorphose résulte de processus physiologiques distincts mais complémentaires. 

Certains organes larvaires (pied, velum, muscle adducteur antérieur) dégénèrent ou se 

résorbent sous l'action enzymatique des lysosomes ou par phagocytose. D'autres, se 

réorganisent ou se réorientent : fusionnement des ganglions viscéraux et cérébroides, rotation 

de la bouche, formation des palpes labiaux à partir des tissus dégénérés du velum . .. . Enfin, 
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certains tissus ou organes s'élaborent à partir de tissus indifférenciés présents chez la larve, 

comme les branchies, ou bien encore la coquille qui se développe et croit en même temps que 

le manteau. 

Ces modifications morphologiques et physiologiques des larves au cours de la 

métamorphose impliquent de nombreux facteurs morphogénétiques tels que des facteurs de 

transcription et des facteurs de croissance qui participent au contrôle de la croissance et de la 

différenciation cellulaire. Chez C gigas, une protéine de la famille des TGF-p, le mGDF 

("molluscan Growth and Differentiation Factor"), a récemment été caractérisée (Lelong et al., 

2000, 2001). Cette protéine se comporte comme un facteur de croissance et de différentiation 

multifonctionnel au cours du développement larvaire (expression dans de nombreux types 

cellulaires), mais semble également réguler des fonctions plus spécifiques dans certains tissus 

adultes (bord du manteau). Le développement de C gigas semble donc être soumis à des 

mécanisme moléculaires analogues à ceux décrits chez les Vertébrés et certains Invertébrés 

(Drosophile, Caenorhabditis elegans, ... . ) qui impliquent des molécules apparentées à des 

facteurs de croissance (TGF-p, EGF, IGF, .. ). 

Croissance. 

L'huître est un animal à corps mou protégé de l'environnement extérieur (du 

dessèchement à marée basse et des prédateurs) par une coquille à deux valves asymétriques 

(Figure 3). La croissance de l'animal résulte de processus continus, avec des pics saisonniers 

mais asynchrones entre le développement des parties molles et la pousse coquillière. 

La coquille, comme toute structure de nature calcaire résultant d'un processus de 

biominéralisation, est constituée d'une trame organique sur laquelle se déposent les 

constituants minéraux puisés dans l'eau de mer. La coquille, sécrétée par le bord du manteau, 

est composée de trois couches superposées (Figure 4) : 

- la plus externe, appelée périostracum, est constituée de matière organIque (la 

conchyoline) formée par des protéines tannées non minéralisées. Elle est sécrétée par des 

cellules glandulaires localisées sur la face interne du lobe externe de bord libre épaissi du 

manteau (sillon périostracal) . Cette couche, extrêmement fme et cornée, disparaît rapidement. 

- sous le périostracum, une couche prismatique médiane constituée d'un empilement 

de cristaux de calcite (carbonate de calcium) sur une trame organique. Elle est sécrétée par 

des cellules de la face externe du lobe externe du bord du manteau . 
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- une couche interne nacrée, constituée de feuillets de lamelles de cristaux 

d'aragonite (carbonate de calcium orthorhombique) en alternance avec un réseau de matrice 

organique. Cette troisième couche est sécrétée par l'épithélium externe du manteau en contact 

constant avec la coquille. 

Les cellules du manteau et plus particulièrement du bord du manteau jouent donc un 

rôle primordial dans la formation de la coquille via la synthèse et la sécrétion de protéines 

mais aussi par le transport des ions Ca2
+ à partir de l'espace extra-palléal. Les hémocytes, 

cellules circulantes impliquées principalement dans les processus de défense immunitaire, 

semblent également être impliquées dans le processus de réparation de la coquille (Suzuki 

etaI , 1991). 

Des travaux récents portant sur les cellules du manteau et les hémocytes d ' un 

mollusque gastéropode nacrier Haliotis tuberculata ont montré l'implication de facteurs de 

croissance tels que l' IGF-l et le TGF-p dans les synthèses de protéoglycannes et de 

collagènes, composants de la matrice extracellulaire qui participent au processus de 

biominéralisation c' est-à-dire à la formation de la coquille (Poncet et al, 2000 ; Serpentini 

et al, 2000). 

Problèmes rencontrés. 

L ' ostréiculture est une activité économique dont la production est bien maîtrisée, mais 

qUi repose essentiellement sur une seule espèce, l' huître creuse Crassostrea gigas. Cette 

situation de quasi-monoculture rend donc l' ensemble du parc ostréicole français vulnérable 

face à un certain nombre de difficultés et notamment face aux risques d ' épizooties . 

Récemment, un virus de type Herpes a été identifié chez C. gigas en France et en Nouvelle

Zélande au cours de l'été 1991. Cette infection virale a été corrélée à des mortalités anormales 

de larves et de naissain dans les écloseries. 

Depuis les années 60, d'importantes mortalités estivales touchent également les huîtres 

adultes au Japon (Mori, 1979), aux Etats-Unis (Perdue et al , 1981), et plus récemment en 

France où ces mortalités généralement autour de 10 à 15% du parc ostréicole peuvent 

atteindre jusqu ' à 80% de perte certaines années et pour les secteurs les plus touchés. Les 

mortalités toucheraient les animaux à indice de condition élevé, et seraient favorisés par les 

fortes températures (20°C et plus) au cours ou après l' émission des gamètes dans l' eau . 

Plusieurs facteurs peuvent être incriminés dans ce phénomène. Les fortes températures 

semblent en effet augmenter la sensibilité des huîtres aux agents pathogènes tels que le virus 

W s 
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de type Herpes, mais ceux-ci sont loin d ' être systématiquement présents lors des cas de 

mortalités observés (Renault et al., 1994, 1995). Les conditions physico-chillÙques de l'eau 

de mer et les pratiques culturales semblent pouvoir aussi intervenir dans la fragilisation des 

huîtres. Les huîtres cultivées en poche sur des tables surélevées bénéficient d'une meilleure 

accessibilité à la nourriture et d'une cinétique d'utilisation des réserves en glycogène plus 

tardive que les huîtres élevées à plat (Soletchnik et al., 1999). Les caractéristiques 

physiologiques des animaux pourraient également être impliquées dans l' apparition de ces 

mortalités. En effet, l'été est une période particulièrement difficile sur le plan énergétique 

(réorganisation de la gonade après l'émission des gamètes, forte activité de croissance) alors 

que les réserves en glycogène sont au plus bas. Les travaux de Heude-Berthelin (2000 a et b), 

sur des huîtres de provenances différentes, ont montré que la synthèse du glycogène a 

essentiellement lieu en hiver. Au cours de la gamétogenèse, le taux de glycogène, utilisé 

comme support énergétique de la reproduction, diminue progressivement jusqu'à la fm de 

l'été puis le métabolisme des réserves glucidiques s'inverse de nouveau en automne. Les seuls 

paramètres environnementaux ne peuvent suffire à expliquer cette inversion métabolique qui 

fait probablement l'objet d'une régulation interne stricte portant soit sur l'entrée du glucose 

dans les cellules de réserves soit sur les enzymes de la glycogénogenèse et de la 

glycogénolyse. Même si les mortalités estivales résultent certainement de facteurs 

concomitants dont fait partie la gestion des réserves en glycogène, la compréhension des 

mécanismes associé à cette gestion énergétique est essentielle pour aborder ce problème. 

L ' approvisionnement français en naissain est essentiellement assuré par le captage 

naturel (les larves issues de la fécondation naturelle sont récoltées sur des supports où elles se 

fixent en vue de la métamorphose en juvéniles). Le recrutement est donc principalement issu 

de géniteurs sauvages (seuls 15 à 20% de la production française de naissain proviennent 

d'écloseries) . La situation en Normandie est différente de celJe des bassins ostréicoles 

d'Arcachon ou des Charentes : en effet, la faible température estivale de l'eau (inférieure à 

20°C) ne permet pas une ponte massive des animaux. Le recrutement par captage naturel est 

de ce fait inefficace dans la région, et les éleveurs sont tributaires d'un naissain provenant soit 

de régions où le captage naturel est abondant, soit d' écloseries . Le naissain d' écloseries est 

produit à partir de géniteurs maturés en conditions artificielles et sa fixation est réalisée sur 

des poudres de coquilles broyées et calibrées (microbrisure) . Cette production nécessite donc 

une parfaite maîtrise des différentes étapes du développement et du prégrossissement. En 

Normandie, l'écloserie la SATMAR, localisée à Gatteville, assure cette production de 

nalssam . 
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Par ailleurs, l'huître est une espèce aquacole particulièrement appréciée des 

consommateurs mais essentiellement consommée pendant une période hivernale restreinte . En 

effet, en été, les huîtres en pleine maturité sexuelle sont chargées de gamètes, conférant aux 

huîtres un aspect laiteux et un goût particulier peu favorable à la consommation. Afin de 

disposer d'une qualité de chair homogène sur toute l' année (celle des huîtres non matures) et 

ainsi d'étaler la saison de vente, un programme de polyploïdisation a été entrepris, et a 

conduit à la production d'huîtres triploïdes stériles et présentant de meilleures performances 

de croissance (l ' allocation énergétique de l'animal est alors consacrée essentiellement à la 

croissance) . La production de triploides est actuellement en nette progression dans les 

différents bassins ostréicoles et concourt au développement de l'activité des écloseries. 

Axes de recherche. 

La production d'huîtres juvéniles pUIS adultes repose donc sur une meilleure 

compréhension et maîtrise de la reproduction et de la croissance, mais aussi du métabolisme 

énergétique associé à ces processus. Aussi, plusieurs axes de recherche ont été mis en place 

pour répondre aux attentes des producteurs . 

Un premier axe consiste à sélectionner des géniteurs destinés à la production de larves 

et à rechercher des marqueurs de souches à fortes performances de croissance, et des 

marqueurs de souches résistantes aux stress envirormementaux et aux mortalités estivales. 

Le second axe est orienté sur l'acquisition de cormaissances approfondies de la 

physiologie de l' huître (processus associés à la reproduction et à la croissance, métabolisme 

énergétique, mécanismes de défense), afin d'étudier à terme l'effet des paramètres 

envirormementaux ou de régimes alimentaires, et ainsi d'optimiser la production de naissain, 

le prégrossissement et la croissance des huîtres. Cette démarche peut d ' ailleurs également 

permettre d'identifier de nouveaux marqueurs utilisables en sélection. Dans le cadre de ce 

programme, le Laboratoire de Biologie et de Biotechnologies Marines (LBBM), unité mixte 

ŒRE.MER, dispose de plusieurs modèles de cultures cellulaires (cellules de réserve 

dissociées, go nies, hémocytes, cellules du manteau" .) ce qui permet d ' envisager une étude 

des effets de facteurs externes (envirormement, écotoxicologie, nutrition) et de facteurs 

internes sur les cellules de tissus cibles impliqués dans les divers processus physiologiques de 

l' huître. La possibilité de travailler sur des tissus cryopréservés (hémocytes, gamètes) devrait 

également faciliter ce travail, en permettant de s' affranchir des problèmes de saisormalité de 

ces métabolismes. 

ID 7 
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Intérêt de l'étude des molécules de type insuline/IGF dans ce contexte. 

Parmi les différentes molécules susceptibles d'intervenir dans les processus de 

régulations physiologiques, notre choix s'est arrêté sur les molécules de type insuline/IGF . En 

effet, chez les Invertébrés, et notamment les Insectes et les Mollusques gastéropodes, comme 

chez les Vertébrés, les molécules de la famille des insulines/IGFs sont largement impliquées 

dans le contrôle des processus de reproduction, de croissance et les métabolismes glucidique, 

lipidique et protéique. Ces molécules, qui appartiennent en fait à un vaste système 

insuline/IGF composé de ligands, de récepteurs, de protéines de liaison, de transporteurs de 

glucose, de protéines de signalisation et de messagers secondaires de la cascade de 

transduction du signal des facteurs de croissance, ont initialement été identifiées sur la base de 

leur activité biologique et purifiées par des techniques classiques, et plus récemment chez de 

nombreuses espèces à partir de leur homologie de structure. 

Chez l' huître creuse C. gigas, les contraintes anatomiques, ainsi que la probable faible 

conservation de séquence des molécules de type insuline entre elles, ont jusqu ' à présent mené 

à l'échec les tentatives de caractérisation de ces molécules basées sur l'utilisation de test 

biologique d ' activité ou de réactifs spécifiques (anticorps, sondes, amorces 

oligonucléotidiques). Néanmoins, une alternative consistant à rechercher l' existence d'un 

signal biologique médié par les récepteurs de la membrane plasmique des cellules cibles, 

particulièrement bien conservés du fait de leur activité catalytique à tyrosine kinase, peut être 

envisagée. 

Objectifs des travaux de thèse. 

Ainsi, les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit portent dans un premier temps 

sur la mise en évidence in vitro de l'implication physiologique de molécules de type 

insulinelIGF dans les processus de reproduction et de croissance de l'huître creuse 

Crassostrea gigas. Le métabolisme énergétique fait, quant à lui, l' objet d'autres travaux au 

LBBM (effet biologique de molécules de type insulinelIGF et de type glucagon, transporteurs 

de glucose) et au Laboratoire de Physiologie des Invertébrés du centre IFREMER de Brest 

(enzymes impliquées dans le métabolisme du glycogène). Le deuxième aspect de ces travaux 

traite de la caractérisation et de l'étude de l'expression d'un récepteur de type insuline 

homologue chez l'huître creuse Crassostrea gigas. 

W 8 
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- Le système insu/ine/IGF -

Les molécules de type insuline et IGFs font partie d'un vaste système appelé système 

insulinelIGF, qui inclut également des récepteurs membranaires spécifiques, des protéines de 

liaison et des protéases de ces protéines de liaison; toutes ces molécules interagissent de 

manière complexe afin de réguler différentes voies de signalisation intracellulaire 

(Figure 1.1). 

1. Généralités. 

Chez les Vertébrés, l'insuline est essentiellement synthétisée par les cellules f3 des 

l'lots de Langerhans du pancréas puis libérée dans la circulation générale. Elle exerce une 

régulation de type endocrine sur le métabolisme des cellules et des tissus cibles (synthèses 

d'ADN, d'ARL'J', de protéines et métabolisme glucidique), principalement par l'activation de 

facteurs de transcription nucléaires. 

Les IGFs (IGF de type 1 et IGF de type 2) s'expriment au contraire de façon 

ubiquitaire puisque, si le foie est la principale source de l'IGF-l circulant, les IGFs peuvent 

être sécrétés par la plupart des tissus. Toutefois, les teneurs tissulaires en IGFs sont beaucoup 

plus faibles que leur niveau sérique, ce qui fait du plasma le principal lieu de stockage des 

IGFs (Daughaday et Rotwein, 1989; Humbel, 1990) Seul 1 % des IGFs circulent sous forme 

libre dans les fluides biologiques avec une demi-vie de 10 minutes (Kostecka et Blahovec, 

1999, pour revue). En effet, la très grande majorité des IGFs circulent sous une forme liée à 

des protéines de liaison spécifiques, les IGFBPs (Insulin-Iike Growth Factors Binding 

Proteins), qui leur confère une meilleure résistance à la dégradation protéolytique et ainsi une 

demi-vie plus longue (10 à 12 heures) (Kostecka et Blahovec, 1999, pour revue) . Ces 

protéines de liaison assurent également un rôle de modulateurs de la disponibilité et de 

l'activité des IGFs (Jones et Clemmons, 1995, pour revue). Les IGFs peuvent donc ainsi 

exercer des régulations de type autocrine/paracrine mais également de type endocrine sur le 

développement fœtal (IGF-2) et les développements embryonnaire et post-natal (IGF-l). 

Les synthèses ou la disponibilité de l'insuline, de ,'IGF-l et de l'IGF-2, sont 

déclenchées en réponse à des stimuli de différentes natures: hormonaux, nutritionnels ou bien 

encore spécifiques aux tissus (Steiner el al., 1985 ; Reinecke et Collet, 1998, pour revues). 

Les molécules d'insuline, d'IGF-l ou d'IGF-2, sécrétées ou acheminées par la 

circulation générale au niveau des tissus cibles interagissent alors avec leurs récepteurs 
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Figure 1.1 : Les différentes composantes du système insulinellGF chez les Mammifères. 

Le système comprend les peptides d'insuline, d'IGF-l et d'IGF-2, les six protéines de liaison des IGFs 
(IGFBPs ), les protéines apparentées aux IGFBPs (IGFBP-rPs), les protéases des IGFBPs, les 
récepteurs à l'insuline, l'IGF-l et l'IGF-2, et des récepteurs potentiels aux IGFBPs et aux IGFBP-rPs. 
(M6P : mannose-6-phosphate). 

(D'après Hwa et al., 1999). 
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Figure 1.2 : Structures secondaires de l'insuline (a), de l'IGF-l (b) et de l'IGF-2 (c) de 
Vertébrés. 

Les domaines B, C, A et D des peptides matures sont représentés en bleu, jaune, rouge et vert, 
respectivement. Les six cystéines impliquées dans la formation des ponts disulfures sont indiquées en 
bleu foncé. Les résidus conservés sont indiqués par une lettre correspondant à leur nature. Les résidus 
impliqués dans la liaison de l'IGF-l et de l'insuline à leurs récepteurs, et ceux impliqués dans 
l'interaction de l'IGF-I avec les IGFBPs sont numérotés. 

(D'après Duval, 2000). 
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Figure 1.3 : Structures tertiaires de l'insuline, de la proinsuline, de l'IGF-l et de l'IGF-2. 

La chaîne A est représentée par une ligne en gras, la chaîne B est représentée par une ligne fine, le 
domaine D (extension de la chaîne A) et le peptide C (connexion entre les chaînes A et B) sont 
représentés par une ligne double. 

(D'après LeRoith et al. , 1995). 
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spécifiques (récepteur à l'insuline, récepteur à l'IGF-l et récepteur à l'IGF-2) 

se lier aux autres récepteurs du système insulîne/IGF, avec affinités différentes: 

pour le récepteur à l'insuline (Rins), de l'insuline est à celle de l'lGF-l, 

elle-même supérieure à celle ; pour Je récepteur à l'IGF-I (RlGF-I), J'affinité de 

IGF-I est supérieure à celle de l'IGF-2, elle-même supérieure à celle l'insuline, et enfin, 

le récepteur à l'IGF-2 (RIGF-2), l'IGF-2 est susceptible lier, La liaison des 

molécules aux récepteurs induit des changements conformationnels au niveau de ces 

récepteurs entraînant une autophosphorylation de partie cytoplasmique. Ils 

interagir avec des protéines de signalisation intracellulaire composant plusieurs de 

transduction du signal des 

2. Il. L'insuline. 

insuline est une protéine bicaténaire d'environ 6 kDa constituée deux chaînes 

polypeptidiques, la chaîne A de 21 et la chaîne B 30 acides aminés, 

entre par trois ponts disulfures : deux ponts disulfures associant les chaînes A et B, entre 

résidus cystéines et B 19/ A20, et un pont disulfure supplémentaire au sein de la 

chaîne entre les 1. molécule d'insuline contient également des résidus 

conservés (Al AlI, Al 1 et B6-8, BIO-12, B14-16, B18-20, B23 qUi 

constituent un noyau hydrophobe au sein la molécule et participent ainsi à l'élaboration de 

la stmcture tridimensionnelle de la protéine (Figures 1.2 et 1.3). Parmi ces résidus, impliqués 

dans la le triplet d'acides aromatiques apparaît 

essentiel à la liaison de l'insuline à son récepteur. fortes conservations de 

primaire et de structure tertiaire traduisent une remarquable conservation J'activité 

biologique de l'insuline. De plus, molécules d'insuline, à nombreuses 

interactions non-covalentes entre les acides aminés deux chaînes, et notamment les acides 

de surface non impliqués dans le noyau hydrophobe, tendent à s'assembler rapidement 

en (ou d'autres ions métalliques divalents), et 

avec le résidu histidine en BIO ou en B9, les peuvent 
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Figure 1.4 : Structure des gènes de l'insuline (a), de l'IGF-l (b) et de l'IGF-2 (c) chez 
l'Homme. 

Le gène de l'insuline, qui diffêre entre les espèces par la longueur et la séquence de ses introns, est 
transcrit en un ARNm unique. Les gènes de l'IGF-l et de l'IGF-2 sont transcrits sous plusieurs fonnes 
d'ARNm selon l'utilisation de 2 (IGF-l) ou 4 promoteurs (IGF-2) qui sont activés différentiellement 
selon le tissu et le stade de développement, l'épissage alternatif d'exons codants (régions noires) ou 
non codants (régions blanches), et l'existence de plusieurs signaux de polyadénylation. 

(D' après Steiner et al. , 1985 ; Chan et al., 1993 ; LeRoith et al., 1995 ; Reinecke et Collet, 1998). 
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également s'agréger trois afin 1"Ar'rn"T des hexamères d'insuline, de stockage de 

l'insuline, moins sensible à la dégradation et al., 1989). 

L'insuline est codée un unique (localisé en Il p 15 sur les chromosomes 

humains) qui représente envIron 5 kb d'ADN chromosomique. Toutefois, chez certains 

rongeurs, l'insuline peut issue de l'expression gènes distincts. Le 

l'insuline présente une organisation typique avec 3 exons par 2 introns en 

taille et en séquence les espèces mais maintenus à des positions conservées (Steiner 

et al., 1985; Chan et 1 (Figure 1.4). de l'insuline est d'abord transcrit en 

préproinsuline, constituée d'un peptide de 24 aminés, de la chaîne d'un 

peptide C et de chaîne A. Le peptide signal, qui permet l'adressage de la préprotéine dans le 

réticulum endoplasmique rugueux et qui, potentiellement, participe au repliement la 

molécule, est 

peptide 

pour donner la proinsuline, molécule de l'insuline. 

C, qui relie chaînes B et et qui participe ainsi à l'acquisition de la 

structure tertiaire typique de la molécule, est ensuite clivé par endoprotéases spécifiques 

au niveau de dibasiques à la fin la maturation la molécule d'insuline au niveau des 

granules de sécrétion l'appareil de Golgi. 

2.1.2. type 1 (IGF-1) et de type 2 

molécules et 

unique, respectivement 70 et ou 

des structures relativement proches 1 

sont constituées d'une chaîne polypeptidique 

acides aminés (soit environ 7,5 kOa), et présentent 

de l'autre (70% de similarité) ainsi que de la 

molécule d'insuline (50% d'identité pour chaînes B et Comme la proinsuline, les 

molécules d'IGFs comportent des domaines B et A par un peptide Toutefois, ce 

peptide C de plus et plus n'est pas au cours des processus de 

maturation IGFs (molécules monocaténaires). outre, les d se 

caractérisent en C-termÎnal par la présence d'un court domaine D longueur variable (6 à 

8 acides aminés), ainsi par une extension de longueur variable, le peptide E clivé à la 

la maturation. ces au niveau de la structure secondaire, molécules 

d' contiennent tous les aminés caractéristiques la structure 

molécules de la famille insulineslIGFs et impliqués dans la liaison de l'hormone à son 

récepteur ou aux IGFBPs (Figures I..2 et 1.3) 

Les codants pour 1 et sont de structure importante et 

et présentent complexes fait alternatif 

Il 



codants ou non codants et de l'état de polyadénylation qUi sont 

des et/ou des stades de développement (Figure lA). 

en 1 sur les chromosomes humains) comporte 6 exons, avec un 

alternatif des exons 5 et 6 tissu-spécifique, et 2 promoteurs possibles (P 1 et 

et du de !'IGF-l se traduisent par une grande diversité 

la transcription au niveau des exons 1 et 2 en 

E (épissage alternatif des exons 5 et 6), qui conduisent à 

de prépropeptides de l'lGF-l. Par ailleurs, il existe chez 

1 tronqué de 3 acides aminés (Gly-Pro-Glu) à l'extrémité 

au du de reconnaissance des IGFBPs. Cette troncature 

modifications post-traductionnelles (après le clivage du peptide 

qui ont pour conséquence de diminuer J'affinité de J'IGF-I pour 

amsI que d' J'affinité de l'IGF-l pour son récepteur (LeRoith et a/. , 

en Il p 14 sur les chromosomes humains), contigu au 

l'insuline (en aval), est en 9 exons dont 3 codants pour l'IGF-2 mature 

(exons 7,8 et 9) et 4 promoteurs différents (Reinecke et Collet, 1998). Cette 

multiplicité promoteurs spécifiques aux tissus et au stade de développement conduit à 

l'expression de ne diffèrent qu'au niveau de leurs régions non 

traduites. Le transcrit 

du foie adulte, alors 

différentiellement dans 

du promoteur Pl est spécifiquement actif au niveau 

promoteurs P2, P3 et P4 s'expriment 

2.2.1. 

xJ Deux 

type insuline (Chan et 1981) et l'autre 

caractérisées la myxine Myxine glutinosa. 

à la famille 

L'insuline de myxine une importante 

tertiaire avec les molécules d'insuline de 

humaine (76% de similitude). Cependant, quelques 

insulines/IGFs, l'une de 

et al., 1991), ont été 

de séquence prImaire et 

et notamment l'insuline 

sont observées 
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entre l'insuline de myxine et insulines de 

invariants, dans la formation de 

peptide C la proinsuline 

myxine possède lui aussi une organisation typique 

2 introns. Toutefois, les introns, bien que 

certaine de et de taille. 

proIGF 

structure (les disulfures, le 

Le système insu/ine/IGF -

au mveau résidus 

et d'hexamères. plus, la du 

gènes 

gène de J'insuline de 

avec 3 exons et 

à des positions conservées, "">""'''TAnT une 

tous résidus déterminants de la 

hydrophobe, et le triplet aminés 

aromatiques la chaîne B) ce qui lui l'activité biologique des IGFs. proIGF de 

un niveau de similitude avec l'IGF-l et l'IGF-2 humains (70% de 

similitude pour les B et A et al., 1 1), ou 60% pour l'IGF-l et 

65% l'IGF-2 SI l'on considère la molécule mature (Chan et 1993». 

L'homologie apparaît cependant beaucoup plus faible au niveau des domaines et E 

Enfin, la du de myxine contient un long peptide signal, 

des de type 1 mammifères, amphibiens et et semble 

être principalement au ruveau (du l'adulte) comme chez 

Mammifères. Le prolGF unique de myxine semble donc plus proche 

divergence des gènes de l'insuline et des donc 

avant l'émergence Agnathes chez un ancêtre commun apparu très tôt 

celle !'IGF-l et l'IGF-2 se réalisée duplication 

produite 

l'évolution, et 

l'apparition 

.siJ Chez la lamproie marinus, une molécule d'insuline a également 

par (Plisetskaya et al., 1 Toutefois, présentant toutes 

caractéristiques insulines de Vertébrés et l'insuline myxine, l'insuline 

lamproie et l'insuline de myxine apparaissent aussi l'une de l'autre, avec 

que les insulines de poissons et de 

2.2.2. les Tuniciers (Urochordés). 

Chez l' Chelyosoma productum, McRory et Sherwood (1997) ont en 

deux 

l'insuline, l' 

de deux distinctes: une de type et une de 

possèdent une séquence et structure 

et l'IGF-2 de Mammifères, entre avec une 

IGE 

avec 

'VI'V,",,'''' de 
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87%. effet, est la plupart des résidus invariants qui déterminent la 

structure et la fonction des molécules la superfamille insulines/IGFs (noyau 

hydrophobe, ponts disulfures et de liaison au récepteur), ailleurs, ces deux molécules 

présentent similaires: ubiquitaire prédorninante dans le 

foie, et moins prononcée au niveau du tissu nerveux, du cœur, de l'intestin et la gonade, 

2.2.3. Chez Céphalochordés. 

Chan et ses collaborateurs réalisent le clonage d'une molécule type 

insuline chez l'amphioxus Branchiostoma californiensis, molécule, appelée ILP 

Peptide), pour domaines B et le même niveau 

(48%) avec l'insuline, 

conformation tertiaire 

substitués des 

comme 

et humains. En les résidus indispensables à la 

molécules de la famille insulineslIGFs sont conservés ou bien 

même nature. Cependant, quelques ont 

d'un à l'activité biologique l'insuline 

l4 
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2.3. J. Chez les Arthropodes. 

..2S Chez la drosophile Drosophila melanogasler, 7 (dilp 1-7) codant pour 

à ont identifiés , 2001) à partir du 

complet de la drosophile et sur la la des 4 cystéines 

la chaîne A des la famille des et Humbel, 1980). 

dilp 1-5 sont localisés sur le chromosome 3, et semblent unités de 

(transcription opposée entre les gènes dilp 3,4,5 et dilp 1,2), tandis que 

dilp 6 et 7 sont sur le chromosome X à deux loci différents (Figure 

codent pour des de 107 à 156 acides de structure similaire à la 

proinsuline. dilp 1 pourrait à un pseudogène de 

l'absence 

Les 

humaine, qui se 

clivage du 

intrachaîne A). 

B, par une 

résultant 

homologie 

(35%). 

2,3,4 et 5 

par la présence 

C et reliées entre elles 

\' organisation typique J'insuline 

1-7 comme 

B et A, 

disulfures (en 

le 

les DILPs 1,7 et le 6 se distinguent au niveau chaîne 

en N-termÎnal (DILPs 1,7) et par une extension en C-terminal (DILP 6) 

site de clivage N-termÎnal du peptide C (Figure 1.5). plus forte 

DILP 2 

peptides DILP 

avec l'insuline de est observée avec le 

similitude de structure conduit donc à considérer 

candidats ligands pour le "'''''~lJl'''U' unique de 

les transcrits 

développement embryonnaire et de tissu-spécifique au cours 

de drosophile. 

au cours du 

développement 

larvaire avec une plus forte expression au niveau des tissus organes 

(tube mésoderme et système nerveux). Chez l'embryon, seuls DILPs 2,4 et 7 sont 

le mésoderme et l' (Brogiolo et al., 2001). Au cours du développement 

larvaire, et exprimés dans les cellules neurosécrétrices du 

système nerveux central COlim~~ctlees aux cellules de la glande Weissman dont les cellules 

de La sécrétion par les corpora 

nutritionnel (Brogiolo el al., 2001 , et al., 2001, pour 

exprimé par les "'''''''U''JJ neurosécrétrices pendant le 

le DILP 2, qui comme étant le peptide le 

serait sous contrôle 

le DILP 3 est 

proche de 
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Figure I.5 : Les peptides de type insuline chez la drosophile Drosophila melanogaster. 

a : Organisation génomique du groupe de gènes dilps 1-5 (drosophila insulin-like peptides) localisé au 
locus 67Cl-2 sur le chromosome 3, et des gènes dilps 6 et 7 positionnés à deux loci différents 2F4 et 
3F2 sur le chromosome sexuel X. Les dilps 1 et 2 ont un sens de transcription opposé à celui des dilps 
3,4 et 5. Le gène dilp 1 pourrait être un pseudogène (pas de transcrits identifiés). Pas d'informations 
concernant le sens de transcription des gènes dilps 6 et 7. 
b : Représentation schématique de la structure prédictive des peptides DILPs là 7. 

(D'après Brogiolo et al., 2001) . 
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Figure 1.6 : Les peptides de type insuline chez le ver à soie Bombyx morio 

a : Organisation génomique des gènes de bombyxines. Les gènes de bombyxines s'organisent en trois 
catégories au niveau de trois segments du génome: des paires de gènes BIA, BIC, G/C et FIB, des 
triplets de gènes BICI A, et des gènes isolés 0 et E. 

b : Représentation de la structure des préprobombyxines et des bombyxines matures (similaire à celle 
de l'insuline humaine). 

(D'après Kawakami et al., 1989 ; Tsuzuki et al., 1997 ; Yoshida et al., 1997, 1998). 
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humaine, présente une forte expression au niveau des disques imaginaux épithélial 

qui se réorganise au cours la métamorphose pour former les structures 

épidermiques adultes comme les et où il contrôle la division et la 

cellules des différents organes. Cao et Brown (2001) ont d'ailleurs mis en évidence par 

immunocytochimie, à partir d'un anticorps dirigé contre la chaîne potentielle des DILPs, la 

chez la drosophile DILPs ou de peptides au niveau 

et leurs axones chez la larve et l'adulte, et également au niveau des 

cellules de corpora cardiaca chez la larve. Une détection plus faible peptides apparentés 

aux DILPs a également obtenue au niveau des cellules neurosécrétrices de moustiques 

Aedes 

..Qi Chez le ver à soie Bombyx mori, 38 codant pour des molécules type 

insuline (les bombyxines) ont caractérisés (Nagasawa et al, 1984, 1986; Adachi et al., 

; Iwarni et al., 1989, 1990, Maruyama et 1990, 1992 a et b ; Kondo et al., 1 

Tsuzuki et 1997 ; Yoshida et al., 1 1998). sont répartis en 7 famiUes, 

divergentes (Kondo et al., 1996 , Tsuzuki et al., 1997 ; Yoshida et ar, 1998) et sont organisés 

en 3 catégories au niveau de 3 du génome : des gènes G/C ou 

FIB, avec une transcription opposée des deux (Kawakami el al., 1989; et al., 

1997, 1998), des triplets de gènes BICI A où gènes C et A sont transcrit en sens inverse du 

et qui résultent probablement crossing-over inégaux entre paires de 

et BIC, et enfin 0 et E seuls (Figure I.6). Les quelques dizaines 

de bases (Kawakami et al., 1989), semblent ainsi former unités de transcription 

(transcription dans des sens opposés). Tous ces se l'absence d'Întrons, 

['existence de de et la région et pour 

certains par la d'une séquence poly(A+) immédiatement à la suite du de 

terminaison la transcription. Ces éléments sont caractéristiques des 

rétrotransposons, qUi la transcription inverse 

dans le génome pour former des pseudogènes. 

appelés 

ARNm 

bombyxines matures résultent du clivage protéolytique du peptide C et la 

d'un résidu glutamine en une structure cyclique, le pyroglutamate, à l'extrémité 

N-terminale de chaîne B (Kawakami et al., l blocage de la chaîne B par ce résidu 

pyroglutamate aux bombyxines d'acquérir une plus grande stabilité ainsi qu'une 

biologique potentiellement plus importante. est plus proche au 

niveau structural de la relaxine de Vertébrés que de l'insuline, ce qui suggère que le 
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reconnaissance du récepteur chez les insulines (l'extrémité C-terminale de la chaîne B) n'a 

évolué seulement qu'à partir des Vertébrés (Smit et al., 1998, pour revue). 

Les bombyxines s'expriment au cours du développement embryonnaire (Fu go et al., 

1987), plus faiblement au cours du développement larvaire (Saegusa et al., 1992) et au niveau 

de nombreux organes et tissus adultes tels que le cerveau, les ganglions, l'épiderme, les 

testicules, les ovaires, le corps gras et le tube digestif (Iwami et al. , 1989, 1996b). Iwami 

et ses collaborateurs (1989) suggèrent d'ailleurs que les bombyxines pourraient être des 

homologues de l'IGF-2 du fait de leur structure primaire et de leur fonction dans 

l'embryogenèse. Les bombyxines semblent donc exercer de nombreuses fonctions au cours 

des premières étapes du développement (embryonnaire et larvaire), mais également chez 

l'adulte et notamment dans le contrôle de l'ovogenèse (Kawakami et al., 1989). Ces 

molécules agissent via la régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire 

(Kawakami et al., 1989), ainsi que du métabolisme glucidique (Satake et al., 1997). 

D'ailleurs, par voie de rétrocontrôle, il semblerait que le taux de glucose circulant soit un 

signal nutritionnel régulateur de la sécrétion de bombyxine par le système nerveux central 
....., 

(Masumura et al., 2000) j 

Des molécules proches des bombyxines ont également été mise en évidence chez 

d'autres espèces d'insectes lépidoptères: chez Sarnia cynthia ricini, les SRBPs (Samia 

bombyxin-related peptides) sont impliqués dans le développement de la pupe jusqu'au stade 

adulte (Kimura-Kawakami et al, 1992; Nagata et al., 1999) et chez Agrius convolvuli, des 

ABRPs (Agrius bombyxin-related peptides) ont également été identifiés (Iwam.i et al., 1996a) . 

.!2S Chez le criquet migrateur Locusta migratoria, un seul gène d'organisation 

similaire à celle des gènes d'insulines de Mammifère a été caractérisé (Lagueux et al., 1990 ; 

Kromer-Metzger et Lagueux, 1994). Mais ce gène semble s'exprimer sous la forme d'au 

moins deux transcrits divergents au niveau de leur 5 'NTR (extrémité 5' non traduite de 

l'ARNm) et de l' extrémité 5' de la région codante qui possède deux codons ATG initiateurs 

de la transcription. Le gène comporte donc au minimum deux promoteurs, ce qui permet une 

régulation différentielle de l'expression de ces deux isoformes. Le transcrit LIRP Tl est 

exprimé au niveau des cellules neurosécrétrices du cerveau, alors que le transcrit LIRP T2 

s'exprime en quantité plus faible dans tous les tissus périphériques (Kromer-Metzger et 

Lagueux, 1994). Ces transcrits sont présents en quantité significative depuis les stades tardifs 
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du développement embryonnaire jusqu'à l'adulte, et un effet activateur des processus de 

vitellogenèse des femelles adultes a été observé (Goltzene et al., 1992). 

Le peptide LIRP semble assez proche de la bombyxine A2 avec 30% et 50% 

d'identité sur les domaines B et A, respectivement. Cependant, quelques différences majeures 

persistent: le peptide LIRP est plus long, et contrairement aux bombyxines, l'extrémité 

N-terminale de sa chaîne A n'est pas bloquée. En fait, le LIRP est aussi proche des 

bombyxines que des insulines de poissons ou de reptiles. En outre, le LIRP et les bombyxines 

divergent davantage des MIPs que des insulines de Vertébrés (Lagueux et al., 1990). 

2.3.2. Chez les Mollusques . 

.2S Chez la limnée Lymnaea stagna lis, Smit et ses collaborateurs (1988) ont été les 

prerruers à caractériser un peptide apparenté aux insulines/IGFs à partir des cellules 

neurosécrétrices des ganglions cérébraux des Light Green Cells (LGCs). Actuellement, 

6 gènes codant pour des MIPs et l'ADNc du MlP VII (MolJuscan Insulin-related Peptides) ont 

été identifiés et séquencés (Smit et al., 1988, 1991, 1992 a, 1993, 1996 ; Li et al., 1992 a et b ; 

Li et Geraerts, 1992). Les gènes sont organisés en paires dans le génome (NllP IIVMIP l, 

MIP IIIMlP IV et MIP VII MlP Y) et tous sont transcrits dans le même sens; ils ne forment 

donc pas d'unités de transcription comme c'est le cas pour les bombyxines. Toutefois, seuls 

4 gènes semblent fonctionnels (Figure I. 7), les gènes codant pour le MlP IY et le MlP VI 

s'apparenteraient, eux, à des pseudogènes du fait de l'absence de boîtes Goldberg-Hogness 

("TATA box"), de l'exon 3 dans le gène du MlP YI (insertion de 7 nucléotides à l'extrémité 

C-terminale de l'exon 2 qui conduit à l'insertion d'un codon Stop dans la phase ouverte de 

lecture), et de l'absence de détection de leurs ARNm. Toutefois, dans de rares cas, les 

pseudogènes peuvent être rétrotranscrits de façon fonctionnelle (Smit et a!., 1998, pour 

revue). Cette diversité des gènes MIPs pourrait résulter de la pression de mutation exercée au 

niveau d'un gène NffP ancestral et qui aurait conduit à des phénomènes de crossing-over 

inégaux et à la transformation partielle de gènes. 

Les peptides MIPs se caractérisent par la présence d'une cystéine supplémentaire à 

chacune des deux extensions N-terminales des chaînes B et A ce qui a conduit à la formation 

d'un pont disulfure interchaÎne additionnel (4èrne pont disulfure) afin probablement d'assurer 

une meilleure stabilisation de la molécule en réponse aux modifications de la structure 

primaire (extensions) et de la structure tertiaire plus lâche et donc moins stable que celle de 

l'insuline (Figure 1.7). Parfois, les MlPs se distinguent également par la formation de résidus 
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Figure 1. 7 : Les peptides de type insuline chez la lim née Lymnaea stagnalis. 

a : Représentation schématique des gènes MIP l, II, III, IV, V et VI. Sont indiqués: l'épissage 
alternatif de l'exon 1 du gène MIP l, la position de la boîte "TATA", les signaux potentiels de 
polyadénylation ~), l'insertion (Y) de 7 nucléotides dans l'exon 2 du gène MIP VI qui introduit un 
codon stop (*). (D'après Smit et al. , 1998). 

b : Représentation schématique des précurseurs des MIP l, II, III, V et VII. Les MIP IV et VI ne sont 
probablement pas exprimés car leurs gènes présentent des caractéristiques de pseudogènes. Les MIPs 
possèdent deux cystéines supplémentaires aux extrémités N-tennina1es des chaînes B et A ce qui 
induit la fonnation d' un pont disulfure additionnel (pointillés rouges). Les pourcentages d'identité 
entre peptides C sont donnés. (D'après Smit et al., 1996). 
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pyroglutamate aux r",.,'H«'" N-terminales des B et A (comme les bombyxines ou 

l'insuline-Iike l'aplysie). Néanmoins, les MIPs restent des molécules assez 

entre avec un maximum de 3 d'identité entre chaînes B et de 76% entre les 

A (Smit et al, 1998). peptide C précurseurs des MIPs semble, lui, mieux 

le MIP VII) ce qui suggère que ce conservé, avec un faible taux de mutations (sauf 

peptide pourrait un rôle physiologique important 

tronqué au niveau intracellulaire (de With et 1997). 

inhabituellement long et sans aucune identité de 

MIPs, 

n'est 

MIP VII j',UT1'nn 

ou 

un peptide C 

avec les peptides C autres 

Cette importante divergence de la structure primaire MIPs entre eux et avec 

l'insuline ainsi que la d'un pont di sulfure qui pourrait 

altérer l'environnement ces conduit probablement MIPs à se lier à un récepteur 

unique présentant d'importantes par rapport au récepteur à l'insuline de Vertébrés. 

liaison s'effectuerait avec des affinités le contrôler les 

nombreux processus à la reproduction et au métabolisme. En 

l'expression MlPs au niveau et leur libération au niveau des MLNs ("Median 

Lip Nerves") pourrait différentielle en réponse à divers stimuli physiologiques et/ou 

environnementaux. gènes MJP 1, III et V s'expriment exclusivement les où 

ils sont impliqués dans la régulation de la croissance, de la et des 

associés (Geraerts et al, 1992), que le gène s'exprime au niveau des mais 

aussI au tUveau buccal ce qui son implication dans la nutrition (Smit 

et ar, 1 

.2S ailleurs, un gène codant pour une molécule à l'insuline a 

l'aplysie Aplysia californica (Floyd et ar, 1999). L'insuline 

d'aplysie Da) est une plus molécules type insuline d'Invertébrés et de 

Elle présente une extension C-terminale chaîne A représentée par un peptide 

D (acétylé à son extrémité 

LIRP de Locusta migratoria et 

caractéristique 

ILPs de 

IGFs et que retrouve le 

La proinsuline d'aplysie semble 

également assez proche au niveau de sa structure primaire MIPs, avec la présence de 

8 résidus cystéines assurant l'élaboration de 4 ponts di sulfures, et de 2 peptides C (Ca et CP) 

peu homologues avec les peptides C Vertébrés mais avec une relative identité de séquence 

avec les peptides C les peptides la proinsuline d' aplysie et 

proMlPs une similarité séquence au niveau de extrémité C-terminale, et le 
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peptide de la proinsuline d'aplysie est similaire à l'extrémité N-terminale du Cp 

du proMIP comme les et MIPs, la chaîne peut être 

par la formation d'un résidu pyroglutamate. 

Ce peptide apparenté à l'insuline est synthétisé au niveau cellules des 

cérébraux puis est transporté jusqu'à l'aire neurohémale pour y ou stocké. 

L'expression de ce peptide semble dépendante du stimulus nutrition ce qui suggère son 

implication dans la régulation du métabolisme. 

2.3.3. les Nématodes. 

le nématode Caenorhabditis elegans, 3 molécules apparentées à l'insuline ont 

clonage et al., 1 ; Kawano et 2000). Toutefois, à partir 

de 1 informatique du génome presque complet nématode, 37 de la 

des insulinesfIGFs ont été identifiés à ce jour et al., 1 et 2001). 

Ces gènes potentiels sont répartis sur l'ensemble du génome, soit 5 autosomes et 

un chromosome (Pierce et ar, 2001). plupart des sont en groupe 

de 3 ou 7 contigus, constituant ainsi le plus souvent des unités de transcription de 

transcription opposé) (Figure 1.8) (Pierce et al., 200 1). Mais tous ces gènes sont 

divergents avec 13 à d'identité entre A ou B (Duret et , 1998). 

Ces données donc que ces molécules de type insuline ont évolué à la suite deux 

duplications qUi conduit à la formation de 3 familles de a, p et 

y (Figure 1.8) (Duret et al., 1998), puis de duplications de relativement récentes qui ont 

aboutit à la formation de groupes de contigus, ont ensuite rapidement évolué, 

ce . explique la forte de séquence entre de chaque groupe. diversité de 

séquences gènes se à plusieurs : la du peptide la présence de 

domaines additionnels, en plus des chaînes et B et du peptide et de sites clivage 

potentiels, et l'insertion ou la délétion de nucléotides. Toutefois, malgré cette importante 

tous les matures la structure typique des de la 

famille des insulinesfIGFs, y compris nrr .. ,.,.nh.rl",,,, de la famille a pour 

2 cystéines additionnelles de la chaine A est compensée la substitution de 

aminés (phénylalanine et/ou tyrosine) conduisant à une hydrophobe 

qui remplace le pont disulfure. 
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Figure 1.8 : Les peptides de type insuline chez Caenorhabditis elegans. 

a : Organisation génomique de la famille de gènes de type insuline sur les chromosomes de C. elegans 
(chiffres romains). Beaucoup de gènes sont organisés en grappe de 2 à 7 gènes de la même classe. Il 
existe 3 classes de gènes: le type y Gaune), le type ~ (rouge) et le type a (bleu), mais aussi un gène 
codant pour trois peptides de type insuline (prune). La taille des grappes est indiquée pour celles 
constituées de plus de 3 gènes, Le sens de transcription des gènes est indiqué par une flèche située 
sous le gène, (D'après Pierce et al" 2001 ). 

b : Représentation schématique de la structure des peptides matures d'insuline et d'IGF de Vertébrés 
et des trois classes de peptides de type insuline de C. elegans. Les types a et ~ n'ont pas de peptide C 
potentiel mais un pont disulfure additionnel (type ~) qui peut être substitué par une interaction 
hydrophobe phénylalanine et/ou tyrosine (type a), (D'après Duret et al. , 1998). 
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Figure 1.9 : Représentation de la régulation de la durée de vie de Caenorhabditis elegans 
par la perception des conditions environnementales et de la signalisation par 
les molécules de type insuline. (D'après Braeckman el al., 2001 ). 
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molécules de type insuline s'expriment au cours du développement 

larvaires elegans et particulièrement au cours de 

au niveau duquel se décident l'arrêt en diapause de 

augmentée) ou la poursuite du développement en vue de la reproduction (vieillissement 

normal). 

Les membres cette grande famille complexe molécules probablement 

façon indépendante d'assurer de multiples fonctions, peut-être redondantes. Il 

semblerait les peptides de insuline elegans, leur structure 

antagoniste ils ont un peptide C clivé) ou (si leur 

peptide C n'est pas clivé) vis-à-vis d'un récepteur unique appelé DAF-2 et al, 1997) 

(Pierce et al., 2001). En outre, ces présentent profils d'expression en 

à stimuli externes et internes (Hsin et Kenyon, 1999; et 

2001 ; Braeckman et al, 2001). Ainsi, conditions environnementales défavorables comme 

une température une insuffisance de nourriture, ou une forte densité 

conduit à J'accumulation d phéromone semblent 

en diapause de larvaire ou empêcher la diapause de ces larves, 

conjointement à un d'expression vVU,a.ll' pour des molécules 

(Figure 1.9). revanche, dans conditions normales nutrition et 

type insuline 

reproduction 

peut-être à (Hsin et 1 et 2001), des neurones 

sérotonine pourraient médier des stimuli jusqu'aux voies signalisation de 

afin de réguler le métabolisme notamment énergétique (voie kinase), la reproduction, la 

et DAF-16). ;:';:'(1""'-"':;, ainsi qu'une normale AktlPKB 

importantes similitudes des séquences primaires et structures tertiaires entre 

les molécules d'insuline et d'IGFs indiquent que ces deux molécules sont probablement issues 

d'une molécule commune. D'ailleurs, IGF type 1 et de 2 sont des 

molécules à chaîne unique comme la proinsuline (Humbel, 1990). De plus, chez l'homme, 

codants pour l'insuline et l'IGF-2 sont portés par le chromosome 11 et le gène 

l'IGF-I est localisé sur le chromosome 12, 

une duplication en tandem donnant le 

données suggèrent le gène ancestral aurait 

de l'insuline et le gène d'un proto-IGF lequel 

aurait ensuite rapidement subi une duplication avec translocation chromosomique à 1 
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Figure 1.10: Modèle proposé pour l'évolution des gènes des ligands du système 
insulinelIGF cbez les Vertébrés. 
(Adaptation du modèle proposé par Chan et al., 1990, 1993). 

Le gène de proto-insuline présente la même organisation exonlintron que le gène de l'insuline de 
Vertébrés avec 3 exons (El , E2 et E3) et deux introns (Il et 12). La conversion proto-insulinelILP est 
réalisée par une mutation non-sens/sens à l' extrémité C-terminale de la séquence codante pour la 
chaîne A ; la conversion ILP/proto-IGF est réalisée par l' insertion de nucléotides en amont de l'intron 
12 à l'extrémité C-terminale de la séquence codante de la chaîne B). Les gènes de l'IGF-l et de 
l'IGF-2 résultent de l'insertion d'un intron dans la séquence codante du domaine E puis d'une 
duplication du gène. Les gènes des insulines proviennent de mutations sans conséquences majeures sur 
la structure des peptides. Les flèches oranges représentent les points de mutations, les triangles gris 
correspondent au site de clivage du peptide signal (P), et les triangles jaune/rouges correspondent aux 
sites de clivage du peptide C (C) et du domaine E. 
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Figure 1.11 Organisation génomique et structure secondaire des peptides de la famille 
des insulineslIGFs (Vertébrés et Invertébrés) répartis dans les trois 
ca tégories y, ~ et U. (Adaptation de Pierce et al., 2001 et Brogiolo et al. , 2001). 

Les ponts disulfures et la position des cystéines indiqués en bleu sont ceux retrouvés dans la structure 
de l'insuline de Vertébrés. Les ponts disulfures et la position des cystéines indiqués en rouge sont 
absents ou variables dans l'insuline de Vertébrés . Les parties oranges représentent des insertions 
d' acides aminés. Les triangles noirs et oranges indiquent respectivement les sites de clivage 
protéolytique du peptide signal et les sites de clivage prédictifs des peptides C, E ou F. Une quatrième 
catégorie de gènes a été identifiée chez C. elegans ; il s' agit de gènes à chaînes multiples. 

LIRP : Locusta insulin-related peptide ; DILP : Drosophila insulin-related peptide; ins: peptides de type insuline 
de Caenorhabditis elegans; MlP: molluscan insulin-related peptide (Lymnaea. stagnalis). 
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du gène de 1 porté par le 12, la du proto-IGF 

et le gène de l' 

sur le 

(Reinecke chromosome 11 ayant évolué vers 

et Collet, 1998, pour revue), 

gène de 

L'évolution des ligands du système insuline/IGF chez les Prochordés et les 

Vertébrés se donc en 3 (Figure 0)' 

sa duplication, une des de la proto-insuline subit une 

mutation au nIveau codon de C-terminale la A. Au 

niveau de la séquence primaire, le codon stop alors plus et D et E 

apparaissent caractérisant les peptide C est toujours présent, en deux par un 

intron au 

Le gène 

seconde 

avec à extrémité 

proto-insuline devient un 

de clivage comme pour l'insuline, 

une molécule de type ILP. 

gène de la proto-insuline subit des de 

impOltance, conduisant à la diversité des de Vertébrés. 

: le gène ILP subit modifications (mutations) au ruveau 

l'intron dans l'exon pour le peptide qu'au niveau la jonction peptide 

C/chàtne B. mutations à d'une molécule à une seule chaîne 

polypeptidique contenant un C de plus taille mais non et des 

et E ; cette molécule pourrait correspondre à une molécule de proto-IGE 

étape: la de proto-IGF subit de nouvelles mutations conduisant à 

l'insertion d'un Întron au la séquence codante du domaine E ainsi qu'à la formation 

d'un clivage à domaine E, une 

duplication avec translocation chromosomique qui aboutit à de deux 

distinctes, l'IGF-l et l' 

subi 

les 

nombreuses 

la molécule 

puis, plus 

proto-insuline pourrait elle aussi 

des avec ou 

translocation chromosomique, conduisant à la diversité des de type insuline au sein 

de chaque espèce de Mollusques et Nématode (Figure 1), 

Chez les Mammifères, 6 de liaison (IGFBPs) ont 

(Hw a et 1999, pour Les IGFBPs sont protéines 216 à 289 

aminés 8 à 31 kDa)' en cystéines (16 à 20 résidus) entre les 
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Figure L12 : Structure des gènes des molécules de la superfamille des protéines de liaison 
des IGFs (IGFBPs) (a) et schématisation des domaines structuraux des 
IGFBPs et des IGFBP-rPs matures (b). 

Les IGFBPs sont codées par 4 exons (5 pour l'IGFBP-3) et les IGFBP-rPs sont codées par 5 exons. 
Les IGFBPs matures sont constituées d'un domaine N-terminal, d'un domaine intermédiaire et d' un 
domaine C-terminal riche en thyroglobuline de type 1 (Tg). Les IGFBP-rPs sont constituées d'un 
domaine N-terminal et de domaines variables: VWC, répétition de facteurs de "Von Willebrand" de 
type C ; Tb, répétition de thrombospondine de type 1 ; CT, domaine C-terminal ; KI, inhibiteur de 
protéinase à sérine de type Kazal ; Ig, domaine apparenté à l'immunoglobuline ; SP, protéinase à 
sérine. 

(D 'après Hwa et al., 1999). 
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Figure I.13 : Voies possibles de l'évolution des protéines de la superfamille des IGFBPs 
(IGFBPs et IGFBP-rPs). 

Dans les deux voies possibles, l'IGFBP-6 serait la plus ancestrale des protéine de liaison des IGFs . 
Une duplication en tandem du gène ancestral suivie d'une inversion serait la première étape de la 
duplication de la famille, suivie de deux étapes successives de duplication de chromosomes avec 
translocation. 

(D ' après Reinecke et Collet, 1998). 
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Figure 1.14 : Représentation du mécanisme par lequel les IGFBPs potentialisent l'action 
des IGFs à la surface cellulaire. 

L'interaction des complexes IOFBPsfIOFs avec les protéines de la surface cellulaire ou de la matrice 
extracellulaire (EMC) résulte en une augmentation de la concentration locale en lOF dans le voisinage 
des récepteurs aux lOFs. Cette interaction diminue l'affinité des IOFBPs pour les lOFs, induit la 
protéolyse des IOFBPs et libère ainsi l'lOF pour le récepteur. 

(D'après Jones et Clemmons, 1995). 
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domaines N- et des protéines. sont organisés en 3 domaines 

structuraux de taille équivalente (Figure 1.12): 

- le domaine N-terminal, avec 58% de similitude, est hautement 

structuré avec la présence d'au maximum 6 ponts disulfures intradomaine (lO à 12 cystéines 

conservées en positions invariantes). domaine est particulièrement impliqué dans la liaison 

des mais aussi probablement de l'insuline. Cette "séquestration" des IGFs par les 

IGFBPs conduit à une diminution des interactions des avec leurs récepteurs, ainsi qu'à 

l'augmentation de la demi-vie lGFs; cette forme liée protégeant de la dégradation 

protéolytique. 

- le domaine "intermédiaire", très variable avec moins de 15% de similitude, ne sert 

probablement que de lien entre les domaines des extrémités (N- et C-terminal). Toutefois, ce 

domaine est soumis à modifications telles que des 

N- et/ou O-glycosylations, qui n'influencent pas l'affinité IGFBPs pour les mais qui 

certainement aux IGFBPs une plus grande à la dégradation 

protéolytique (par les spécifiques des IGFBPs), ou au contraire 

modifications par phosphorylation au IlIveau de résidus sérine qui pourraient accroître 

l'affinité des IGFBPs pour les IGFs. 

- le domaine C-terminal très conservé, maIs mOinS que le domaine N-terminal, 

présente 34% de similitude entre les différentes IGFBPs. Il est également structuré avec la 

présence de 3 ponts di sulfures intradomaine conservés (6 cystéines invariantes). Ce domaine 

est impliqué dans la liaison des aussi (avec la intermédiaire) dans la liaison 

de plusieurs autres protéines telles que protéoglycanes de la cellulaire et la 

matlice extracellulaire (permettant de disposer d'un réservoir 

extracellulaire et potentiellement (Figure 1.14) et 

intracellulaires et notamment 

IGFs dans le noyau). 

la membrane nucléaire (translocation 

au niveau de la matrice 

des composants 

IGFBPs et fou des 

gènes codant pour IGFBPs sont taille variable (5,7 à 33 kb), du de la 

grande de taille des et possèdent 4 exons codants (Figure 1.13). Chez 

l'homme, ces sont généralement en paires sur le lIIGFBP-3 

(7p14-p12) et IGFBP-2/IGFBP-5 (2q33-q34), mais peuvent aussi ètre seuls 

(! 7q LI) et IGFBP-6 (I2q 13). IGFBPs auraient probablement évolué par 

duplication de gènes en tandem avec inversion, et cela très tôt au cours de J'évolution. La 

molécule ancestrale serait l'IGFBP-6, molécule la plus divergente IGFBPs, qUI 

s'apparenterait alors à une proto-lGFBP. 
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Récemment, des protéines 

structurales (conservation du domaine 

en cystéines et présentant de fortes similarités 

et fonctionnelles avec les IGFBPs, mais 

indépendamment du ont mIse en IGFBP-rPs (IGFBP 

related Proteins) constituent avec les IGFBPs, la superfamille IGFBPs. 

Des molécules d'IGFBPs ont été caractérisées chez de nombreux Vertébrés 

supérieurs. Chez les Vertébrés inférieurs et les Invertébrés, aucune IGFBP identifiée à 

ce jour. Seule une détection immunologique de trois dans le la 

,on;,rUl australis (protochordé) a (Upton el al., 1993). 

4.1 

4.1.1. récepteur à l'insuline. 

uruque codant pour le récepteur humain à l'insuline (19p7) (Yang 

et al., 1985) s'étend sur environ] 50 kb ADN chromosomique et est en exons 

séparés par 21 introns (Seino et al., 1990) (Figure 1.15). Bien que l'information codante ne 

soit contenue que dans kb d'ADNe, la plupart des types expriment de 

nombreuses isoformes d'ARNm de longueur variable, comprise entre et 9,5 kb (Goldstein 

et ar, 1987; Goldstein et Kahn, 1989). hétérogénéité des transcrits provient 

essentiellement de de signaux de polyadénylation variables dans la région 3' non 

traduite conduisant à une 3 'NTR de longueur variable. La 5'NTR, plus 

constante (entre 0,5 et 1 kb), présente également une variabilité au ruveau de la 

région promotrice, "housekeeping". expression constitutive est due à 

l'absence de motifs consensus type CAAT et TAAT et à une très forte proportion 

nucléotides G+C (guanine et cytosine) constituant nombreux sites liaison potentiels 

pour des facteurs de transcription (Sp 1 ou de transcription précoces de la famille 

EGR) (Seino et Bell, 1989; Mamula et Goldfine, 1 Toutefois, l'hétérogénéité ne 

touchant que des non traduites (5' et 3 'NTR), tous ARNm sont traduits en un 

précurseur uruque simple chaîne. 
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pro récepteur (environ 180 kDa) contient la séquence complète codant à la fois 

pour la sous-unité CI.., et la sous-unité ~, entre par un peptide connectif de 4 acides 

aminés (Figure 1.15). Après sa synthèse au I1Iveau du réticulum endoplasmique rugueux 

(REG), le pro récepteur est acheminé à travers l'appareil de Golgi où il est rapidement 

glycosylé et acquiert ainsi un poids moléculaire d'environ 210 kDa. pro récepteurs sont 

ensuite maturés en dimères (CI..,-~) par le clivage protéolytique des deux sous-unités au 

d'un tétrabasique [R-K-R-R] et la formation de ponts disulfures en 

hétérotétramères fonctionnels (CI..,2-~2) par la formation de ponts di sulfures intra-sous-unités et 

par une dernière étape de glycosylation et d'acétylation des acides récepteur à 

l'insuline est donc constitué de deux dimères (CI..,-~) reliés entre eux par des ponts 

disulfures. 

La sous-unité CI.., ( 5 kDa), entièrement extracellulaire, par les exons 1 à Il, 

comporte un domaine N-terminal (exons 1 et 2), un domaine en résidus (exons 

3 à 5), et un domaine C-terminal (exons 6 à Il). région riche en codée par l'exon 

3 ainsi que les extrémités N-terminale (68 premiers acides aminés) et C-tenninale 

(400 derniers acides aminés) de la sous-unité CI.., comportent les déterminants structuraux de la 

liaison de l'insuline (Siddle, 1992, pour revue). L'exon Il codant pour 36 pb à l'extrémité 

peut être soumis à un alternatif, qui conduit à 1 de deux 

isoformes de récepteur à J'insuline différant par la présence ou l'absence de 12 acides aminés 

à l'extrémité C-terminale de la sous-unité CI.., (Ullrich et al., 1985; Ebina et al., 1985; Seino et 

Bell, 1989). Ces deux isoformes du récepteur sont exprimées dans la plupart des tissus, mais 

dans des proportions différentes d'un tissu à l'autre. proportionnalité entre ces deux formes 

issues d' épissage alternatif pourrait légèrement influer sur la capacité de liaison de l'insuline 

et l au la forme ayant subi de l'exon Il liant plus facilement 

l'IGF-I, mais aussi l'insuline, et présentant une internalisation du récepteur plus active 

(Kahn et ar, 1993, pour revue). 

- La sous-unité ~ kDa) est composée d'un domaine extracel\ulaire qui présente de 

nombreux de N-glycosylation, d'un domaine transmembranaire, et d'un domaine 

cytoplasmique comprenant une catalytique à activité tyrosine domaine 

transmembranaire joue un rôle relativement passif dans la transduction du signal, même du 

de son dans la bicouche phospholipidique, il interagit avec celle-ci pour 

assurer la mobilité latérale et l'internalisation du récepteur, qui conduit à la dégradation du 

récepteur activé et du ligand et donc à la suppression de l'effet biologique du ligand. Le 
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domaine intracellulaire est constitué d'un domaine catalytique particulièrement bien conservé, 

d'un domaine juxtamembranaire impliqué l'endocytose du stimulé et dans la 

signalisation la liaison de la molécule substrat l, et d'un domaine C-terminal riche en 

résidus tyrosine et surtout sérine et thréonine, Le à l'insuline, à l'état de base (avant 

la liaison du ligand), est phosphoryJé au niveau des résidus sérine et alors que 

lorsqu'il est stimulé par la liaison du ligand, cette phosphorylation s'étend au niveau des 

résidus et thréonine aussI et surtout au niveau de résidus tyrosine, Ainsi, le 

récepteur est hautement contrôlé par une d'autophosphorylation sur résidus 

tyrosine (régulation positive) et sur des résidus sérine et thréonine (régulation négative), 

4,1.2, Le à/ type 1. 

Le gène codant pour le récepteur humain à l 'IGF de type 1 (RlGF -1) est un 

unique (1 couvrant plus de 100 kb d'ADN chromosomique et similaire en taille et 

dans son organisation exonlintron (21 exons/20 introns) au du récepteur à l'insuline 

(Abbott et al, 1992) (Figure I. La majeure dans le fait que l'exon Il du 

du récepteur à l'IGF-l ne peut pas subir d'épissage alternatif (Siddle, 1992), La région 

5'NTR du au à l'lGF-l également une région typique des 

"housekeeping", mais, à la différence du gène au à la transcription 

est initiée à partir d'un unique contenu dans un motif "initiateur" (LeRoith et al., 1995b, 

pour revue) à environ 1000 pb en amont du codon d'initiation de la traduction, Le gène 

du récepteur à 1 code donc pour une longue 5'NTR qui pourrait impliquée dans la 

régulation de la prolifération cellulaire (Kozak, 1991), d'autant plus que cet élément 

"initiateur" est décrit 

développement 

les fortement v"'~ .. \.<" au cours de la et du 

transcription du 

Il et 7 kb chez l'homme, 

du récepteur à conduit à deux types d' ARN m 

seul l'ARNm de 11 kb est la plupart des P<:"'Pf"P 

transcrit (Ullrich et al., 1986). L'information cod ante ne représentant que 5 kb, la longueur du 

transcrit est due à la présence de longues extrénlÎtés 5' et 3' non traduites, respectivement 1 et 

5 kb, Le transcrit est présent dans tous les tissus et types cellulaires, mais en faible quantité, 

Cette expression ubiquitaire, faible mais du à l'IGF-l illustre le que 

la croissance de la plupart des types cellulaires requièrent de l'lGF-l (ou bien de grandes 

quantités d'insuline). L'expression la plus importante est obtenue lors du développement 

et notamment au cours de nru,pn.pc", précoce, que lors des premiers 

26 

http:nru,pn.pc


~ __ -JA~ ____ ~I.~ ____ -JA ______ ~ 

5' 3' 

COOH 

Gène 

ARNm 

préprorécepteur 

Récepteur mature 
hétérotétra mériq ue 

Figure U5 : Biosynthèse du récepteur à l'insuline et à l'IGF-l de Vertébrés (du gène à la 
protéine mature et fonctionnelle). 

Les gènes du récepteur à l'insuline et du récepteur à l'IGF-1 sont constitués de 22 et 21 exons, 
respectivement, répartis sur plus de 100 kb d'ADN chromosomique. Les Il (ou 10) premiers exons 
codent pour la région 5' non traduite (5'NTR) et la sous-unité a, et les suivants codent donc pour la 
sous-unité ~ et la région 3'NTR. Ces gènes sont rétrotranscrits en ARNm : plusieurs ARNm de taille 
variable pour le récepteur à l'insuline et un ARNm majoritaire pour le récepteur à l'IGF-l. Les 
messagers sont ensuite traduits en préprorécepteurs (chaîne unique) puis maturés en un 
hétérotétramère a2~2 à l'issue du processus de N-glycosylation, de la formation de ponts disulfures, et 
du clivage protéolytique des deux sous-unités (formation d'un hétérodimère a~ qui va se dimériser 
pour donner l'hétérotétramère). 

Le domaine riche en cystéine (en vert), le site de clivage protéolytique (en bleu), le domaine 
transmembranaire (en fuschia) et le domaine tyrosine kinase (en rouge) sont représentés. Les ponts 
disulfures sont représentés par des barres rouges. 
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Figure 1.16 : Structures des récepteurs à l'insuline, à l'IGF-l, d'un récepteur hybride à 
l'insulineIIGF-l, d'un récepteur apparenté au récepteur à l'insuline, et du 
récepteur à l'IGF -2. (Adaptation de Reinecke et Collet, 1998). 
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stades de développement post-natal, ce qui ~~,..,,..,~. que le récepteur à 1 est impliqué à 

la fois dans la différenciation et la croissance des 

uv, __ >,,,.,, de différenciation achevé, le rpr<>ntpl 

assurant la croissance longitudinale. 

àl 

stades plus tardifs, le 

retrouve un niveau de base 

Le récepteur à 1 présente une structure primaire et tertiaire similaire à 

du récepteur à l'insuline avec toutefois, pour une spécificité accrue pour 

par le domaine riche en cystéines. 

4.1.3. récepteur à l'/CF de type 2. 

récepteur à l'IGF type 2/mannose-6-phosphate cation-indépendant 

(RlGF-2/M-6-P) est issu de l'expression d'un unique (6q25-q27) (Laureys et 1988). 

récepteur à 1 monomérique (300 kDa), est tout à fait distinct d'un point de vue 

structural et fonctionnel (ne présente pas d'activité tyrosine kinase) des récepteurs à l'insuline 

et à l'IGF-l (Figure 1.16). Il est essentiellement constitué d'une partie extracellulaire 

(représentant 92% de la molécule) qui comporte 15 séquences répétées de 134 à 167 acides 

contenant chacune 8 résidus cystéines, et 16 sites potentiels de N-glycosylation, d'un 

domaine transmembranaire, et d'une courte région cytoplasmique. récepteur à l' est 

une protéine multifonctionnelle qui peut lier simultanément deux protéines à résidus 

mannose-6-phosphate au niveau 1-3 et 7-9 et une molécule au 

niveau de la séquence répétée Il (Grimme et al, 2000). liaison des résidus mannose-6-

phosphate induit une plus grande affinité du récepteur à 

1990) Le récepteur à l'IGF-2 pourrait ainsi en charge 1 

(Humbel, 

à la surface ceHulaire 

afin de l'ôter de la circulation (internalisation et dégradation dans le compartiment 

Iysosomal), notamment en fin de somatique que 

Iysosomales à résidus mannose-6-phosphate (hydrolases acides) afin de les transporter leur 

de synthèse jusqu'au compartiment endosome/prélysosome (Stewart et Rotwein, 1996). 

ailleurs, il semblerait le domaine extracellulaire du rpf'p>ntpl à 

clivé protéolytiquement lors du développement et ainsi être libéré sous forme soluble dans le 

milieu. Bien qu'aucune fonction de cette soluble du récepteur à 1 n'ait encore pu 

être clairement établie, on pense qu'elle pourrait avoir un rôle (Jones 

et Clemmons, 1995, pour revue). 

du à l'IGF-2 99,8% d'identité avec le du récepteur 

humain mannose-6-phosphate cation-dépendant localisé sur le chromosome 12. Il résulte 
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probablement de la duplication d'un ancestral du récepteur mannose-6-phosphate, à 

d'un mannose-6-phosphate cation-dépendant (46 kDa) et du récepteur 

mannose-6-phosphate cation-indépendant (300 kDa). deux récepteurs à mannose-6-

phosphate sont les Mammifères, oiseaux, les reptiles et les amphibiens. 

Récemment, ces deux récepteurs ont également été identifiés chez un poisson téléostéen, la 

truite (Nadimpalli et al., 1999), et un récepteur cation-indépendant a mis en évidence chez 

un Invertébré, le Mollusque bivalve Unio pic/orum (Lakshmi et al., 1999). il 

semble que le récepteur à mannose-6-phosphate cation-indépendant (RlGF-2) n'ait acquis la 

capacité de lier l'IGF-2 que très récemment chez les Mammifères. 

4.1.4. récepteur apparenté au récepteur à l'insuline humain, les récepteurs 

hybrides et atypiques. 

récepteur apparenté au à l'insuline (IRR) le même 

pourcentage de similarité avec le récepteur à l'insuline et avec le à 

l'IGF-I que ces deux récepteurs comparés entre eux (Shier et Watt, 1989) (Figure 1.16). 

récepteur au récepteur à l'insuline est particulièrement bien au niveau du 

domaine tyrosine kinase mais aussi dans la région de liaison des ligands, même si à ce jour 

aucun ligand n'a encore identifié. Toutefois, les sous-unités a et ~ de ce récepteur 

orphelin apparaissent légèrement plus petites (respectivement 108 et 60 kDa contre et 135 et 

95 kDa) avec une C-terminale également plus courte (57 acides seulement). 

récepteur hybride insuline/IGF-l résulte de l'association d'un dimère de 

récepteur à l'insuline et d'un dimère a-~ récepteur à , lorsque deux types de 

récepteurs sont présents en quantité (notamment au cours du développement 

fœtal) (LeRoith et al, 1995b; Jones et Clemmons, 1 pour revues), Ce récepteur hybride 

lie l'insuline et l'IGF-l avec comparables à celles du récepteur à 

classique, c'est-à-dire avec une plus grande affinité pour 1 1 que pour l'insuline, fait, 

la formation de récepteur hybride est supposée pour la cellule une façon de diminuer sa 

sensibilité à l'insuline en retenant une partie des de récepteurs à l'insuline sous la 

forme des récepteurs hybrides présentant moins d'affinité pour l'insuline que le récepteur à 

l'insuline classique. une façon d'accroître la récepteurs afin de 

réguler Je profil d'action chaque ligand (Siddle, 1992, pour revue). 
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autre forme d' hétérogénéité des récepteurs se traduit par la présence de 

propriétés de liaison atypiques des récepteurs à l'insuline et à 1 en 

ligands anormales (pathophysiologiques) (Siddle, 1992, pour revue). 

l'amphioxus Branchiostoma lanceolatum, un gène unique codant pour un 

récepteur type insuline a identifié par Pashmforoush et ses collaborateurs (1996). Ce 

gène code pour un transcrit de 7,5 kb traduit en une protéine précurseur de 1363 acides 

qui comporte tous les structuraux molécules de la 

famille des RinsIRlGF-1 Le prorécepteur (190 kDa) est clivé par protéolyse en deux sous

unités Ci. et 13 fortement glycosylées et de taille identique (110 kDa). récepteur à l'ILP est 

plus proche des récepteurs d'insuline (48,6%) et d'IGF-l (47,3%) que du récepteur apparenté 

au récepteur à humain hIRR (43,7%). homologie de est 

d'ailleurs retrouvée quel que soit le domaine structural du récepteur considéré; elle semble 

indiquer que le récepteur à pourrait être une ancestrale des récepteurs à J'insuline 

et à l'IGF-1 qui se serait dupliquée au moment de la transition 

4.3. J. les Arthropodes. 

la drosophile Drosophila melanogaster, deux de 

type insuline ont caractérisées (Petruzzelli et al, 1986; Nishida el al., 1986; Fernandez

Almonacid et Rosen, 1987; et al., 1995 ; Marin-Hincapie et Garofalo, 1999). Il 

des isoformes [Ci.2(p90hJ et [Ci.2(13170)Ü deux sont par un 

unique relativement compact constitué de 10 exons et d'introns de petite taiHe (56 à 102 

nucléotides) L'organisation du relativement proche (conservation de nombreux liens 

exons/introns) de celle des de Vertébrés, reste toutefois moins complexe. Le gène est 

transcrit façon spécifique du tissu et du stade sous la forme de deux 

messagers de tailles différentes (8,6 et 1] kb) qui ne diffèrent que par leurs non 

traduites: les du récepteur seulement de modifications post-
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traductionnelles du pro récepteur par protéolyse tissu-spécifique de l'extension C-terminale. 

L'isoforme [u2(P170h] de 2148 acides aminés, du fait d'une extension C-terminale d'environ 

400 acides aminés, nr~'''''',nt", 32,5% et 33,3% d'homologies avec les récepteurs à l'insuline et à 

1 humains. 

deux types récepteurs s'expriment fortement au cours de j'embryogenèse 

(Petruzzelli et al., 1986) dans les processus de prolifération cellulaire, tandis que seule 

contenant j'extension C-terminale semble impliquée dans la survie cellulaire . 

.2S D'autres récepteurs type insuline ont également le ver à 

Bombyx mari (Fullbright et al, 1997; Lindstrom-Dinnetz et Iatrou, [AF025542]) 

et chez le moustique aegypti (Graf et al., 1997). récepteurs de moustique MIR 

(Mosquito receptor) et ver à BIR (Bombyx mari insulin-like receptor), de 

la maturation de prorécepteurs de 200 et 300 kDa, respectivement, ne possèdent pas 

d' C-terminale, contrairement au récepteur drosophile. deux sont 

fortement exprimés dans les où ils semblent participer aux processus d'ovogenèse. 

4.3.2. Chez les Mollusques . 

.2S Chez la limnée Lymnaea stagnalis, le récepteur de type insuline MIPR 

(MoHuscan Insuin-related Peptide Receptor), par Roovers et ses collaborateurs (1995), 

résulte de 1 d'un uruque. précurseur de MIPR (1572 aminés), 

probablement très glycosyJé (nombreux sites de N-glycosylation), est clivé en deux sous

unités, la sous-unité u de kDa et la sous-unité P de kDa qui comporte une importante 

extension C-terminale de 308 acides aminés. La protéine mature présente toutes les 

de la famille des RinslRlGF et notamment un domaine 

particulièrement bien conservé avec 70% d'homologie avec le récepteur à 1 humain et 

avec le de type insuline de drosophile . 

.2S Un récepteur de type insuline a caractérisé chez un autre Mollusque 

gastéropode: Biomphalaria glabrata (Lardans et al., 2001). résulte de la 

maturation d'une préproprotéine de 1672 acides issue de la traduction d'un 

unique de 5,6 kb. Il toutes les caractéristiques des récepteurs la famille y compris 

une ubiquitaire. 
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4.3.3. Chez Nématodes. 

Le récepteur de type insuline du nématode Caenorhabditis elegans, DAF-2 (Kimura 

et al., 1997), possède une similarité de séquence de 35% avec le récepteur à l'insuline 

humain, 34% avec le récepteur à 1 1 humain et de 33% avec le récepteur apparenté au 

récepteur à l'insuline humain. Comme les autres récepteurs de type insuline d'Invertébrés, le 

récepteur est codé par un seul gène, et, comme pour les récepteurs de drosophile et 

Mollusques gastéropodes, une importante extension de 318 acides 

aminés. 

4.3.4. les Cnidaires. 

Chez 1 d'eau douce Hydra vulgaris, Steele et ses collaborateurs (1996) ont 

caractérisés un récepteur de insuline (HTK7) codé par un seul et issu de la 

traduction d'un unique de 4,8 kb. Ce récepteur impliqué dans le contrôle des 

divisions cellulaires des cellules épithéliales du corps de l'hydre lorsqu'il est fortement 

exprimé, et dans la régulation de la différenciation des épithéliales des extrémités 

l'hydre (tentacules et pied) lorsqu'il est plus faiblement exprimé. 

4.3.5. Chez les Spongiaires. 

Des récepteurs type insuline ont également été partiellement caractérisés chez 

des espèces appartenant aux trois classes de Spongiaires: les calcaires 

raphanus) , les démosponges (Suberites domuncula et Geodia cydonium) et les hexactinellides 

(Aphroca//istes vast us) (Schacke et al., 1994 ; Skorokhod et al., 1999} séquences de leur 

domaine plus proches celles des Insectes Aedes aegypti et 

Drosophila melanogaster, lorsqu'on les compare aux séquences d'Invertébrés disponibles. 

Mais ces séquences présentent également une homologie relativement élevée (60 à 65%) avec 

les catalytiques des à l'insuline et à ,'IGF-l de Vertébrés et de type 

insuline de l'amphioxus. L'analyse phylogénétique des domaines catalytiques des récepteurs 

de insuline de Spongiaires (diploblastiques) révèle néanmoins que appartiennent 

à un statistiquement de des triploblastiques (Nématodes, Mollusques, 

Insectes et Vertébrés). 
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récepteur à !'ILP l'amphioxus Branchiostoma lanceolatum (Pashmforoush 

et al., 1996) serait le représentant de la forme ancestrale qui se serait dupliquée lors de la 

transition prochordés/Vertébrés pour donner le récepteur à l'insuline et le récepteur aux IGFs. 

Cette duplication récepteurs a probablement permis une spécialisation de fonction des 

molécules d'insuline et de proto-IGF, accrue par l'apparition de 1 1 et à 

poissons chondrichthyens (Duguay et al., 1995) et surtout du récepteur à 

l'IGF-2 chez les Mammifères (Figure 1.17). 

Invertébrés, ce gène ancestral aurait subi de nombreuses mutations 

conduisant à une importante diversité de de type insuline, mais toujours uniques au 

sem chaque récepteur aurait une capacité de liaison de ligands multiples et 

d'activation de nombreuses voies de signalisation. 

5. Les voies de signalisation du système insulinelIGF. 

L'insuline et l'IGF-l induisent une grande diversité de réponses qui peuvent être 

en métaboliques (transport du glucose et synthèse de 

glycogène, lipogenèse et lipolyse, et synthèse de protéines) et les type croissance 

(prolifération et différenciation cellulaire) (Fantl et al., transduction du signal de 

ces ligands, par à tyrosine emprunte de nombreuses de 

signalisation intracellulaires. Mais ces voies restent relativement difficiles à dissocier car elles 

font à de signalisation communs (Figure 1.18). 

Les récepteurs à tyrosine kinase ont un mode de fonctionnement semblable à celui 

allostériques (Ullrich et 1990) : la fixation du ligand au récepteur 

provoque un changement conformationnel (la levée J'inhibition de la 0 la 

sous-unité a) qui conduit à l'autophosphorylation de la sous-unité 0 par un mécanisme 

(intramoléculaire) ou "trans" (intermoléculaire) des résidus du domaine catalytique et 

de l'extrémité C-terminale portés par la sous-unité 0 Dans certains cas, c'est la fixation du 
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ligand au niveau de la sous-unité a d'un dimère qui induit l'association deux dimères, donc 

la formation d'un complexe hétérotétramérique stabilisé par un pont disulfure. 

résidus phosphotyrosine, selon leur environnement en acides aminés, 

constituent des de liaison spécifiques capables de recruter et d'activer deux sortes de 

protéines de signalisation cytoplasmiques: soit des protéines à domaines 

ou PTB (activation directe), soit des molécules d'ancrage (IRS, Shc, Gab-l) comportant de 

nombreux sites de reconnaissance pour protéines à domaines ou PTB (activation 

indirecte), ce qui conduit à la diversification du signal initial et permet de mettre en place en 

parallèle plusieurs voies signalisation indépendantes (cascades de protéines kinases à 

sérine/thréonine voire à tyrosine). L'activation de ces protéines peut en fait résulter de divers 

mécanismes: la phosphorylation de tyrosine, des modifications conformationnelles, 

ou la translocation de protéines cytoplasmiques vers la membrane plasmique. 

Parmi les multiples de transduction du signal, deux semblent prépondérantes: 

la voie phosphoinositol-3-kinase (PI-3-kinase) et la voie MAP kinase C'Mitogen-activated

protein kinase"). 

La voie PI-3-kinase via la molécule AktIPKB est impliquée dans la régulation des 

des glucides, lipides et protéines. la est composée 

de deux sous-unités. la sous-unité régulatrice p85 qui peut s'associer à la protéine d'ancrage 

IRS et entraîner ainsi l'activation de la PI-3-kinase, et la catalytique plI 0 qui 

possède deux activités enzymatiques, une activité de phosphorylation lipides qui aboutit à 

l'activation de la AktlPKB et une activité kinase sur les résidus sérine capable de 

phosphoryler la sous-unité p85 et la protéine d'ancrage (IRS). En outre, la PI-3-kinase est 

capable d'interagir directement avec le récepteur activé au niveau de résidus tyrosine de 

j'extrémité C-terminale, ce qui un mode d'activation alternatif. L'AktIPKB 

peu alors agir sur la synthèse de glycogène, soit indirectement en activant l'entrée de glucose 

les transporteurs de type GLUT4, soit directement en activant, à l'issue d'une cascade de 

phosphorylationldéphosphorylation, la glycogène synthétase. L'AktIPKB est également 

impliquée dans l'activation des synthèses de protéines via la p70S6 kinase qui initie la 

traduction et l'élongation des protéines au niveau 

La voie MAP régule l'activité de nombreuses protéines cellulaires, telles que 

facteurs crOIssance, les facteurs de transcription ou du cytosquelette, 

conduisant ainsi à l'expression de différents impliqués dans la et la 

différenciation cellulaire. Dans cette voie, le récepteur activé s'associe à des protéines 
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d'ancrage (IRS ou Shc) ce qui des sites de reconnaissance pour la protéine Grb2, une 

autre protéine adaptatrice constitutivement liée à la molécule Sos, facteur d'échange qUi 

favorise le passage la forme inactive à la forme Ras-GTP. 

active ensuite par une cascade de phosphorylationidéphosphorylation les protéines kinases 

Raf-1 sérine), IVŒK ou MAPKK (résidus sérine et thréonine) et MAPK ou ERK 

(résidus thréonine et tyrosine). cibles finales de ces protéines phosphorylées se situent au 

niveau du noyau, du cytoplasme et la surface cellulaire. le noyau, elles sur la 

synthèse d'ADN ou sur l'expression de via l'activation de kinases nucléaires et la 

phosphorylation de facteurs transcription. cibles cytoplasmiques et de la surface 

cellulaire sont des de facteurs croissance, des kinases impliquées dans d'autres 

voies de signalisation, des protéines du cytosquelette ou bien encore des phospholipases 

(Guan, 1994). 

Par ailleurs, \' association du à l'IRS-l (protéine d ' ancrage) est 

également impliquée dans une troisième voie métabolique, encore mal connue, aboutissant à 

J'activation du métabolisme lipidique, de l'utilisation des aminés et du transp0l1 des 

ions à travers la membrane. 

La sélectivité de la transmission du signal en fonction du ligand, assurée par la 

fixation de l'insuline ou de l'IGF-l sur son récepteur spécifique, semble donc relative. 

spécificité de réponse cellulaire pour un ligand donné résulterait plutôt de la conjonction de 

plusieurs éléments dont le profil d) expression différents types de récepteurs à la surface 

des cellules cibles, la concentration physiologique des .,.,~ ... _v, l'affinité relative du récepteur 

pour les différents ligands, ou bien encore la nature des molécules impliquées dans la 

transduction du signal et en particulier molécules en fin de 

signalisation (les facteurs de transcription). 
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I. INTRODUCTION 

la famille insulines/IGFs sont présentes chez de nombreuses 

espèces d'Invertébrés. Diverses méthodes d'identification (techniques immunologiques, tests 

biologiques in vitro, purifications et caractérisations moléculaires) ont permis de ces 

molécules chez des insectes (Le Roith el al., \98\ , Nagasawa et al., 1984, 1986; Iwami et al., 

1989), des (Sanders, 1983a, b), des (Le Roith et 1981 ; Sauber et 

1990 ; Hdenjak et al., 1 un nématode (Duret el al., 1998; Grégoire et al., 1 

Kawano et al, 2000), des mollusques (Plisetskaya et al, 1978 ; Thorpe et Duve, 1984 ; Khan 

et al., 1992 ; Gomot et al., 1992), un échinoderme (de Pablo et al., 1988 ; Kuno et a!., 1994 a, 

b ; Sakuma et al., 1997), une éponge (Robitzki et al., 1989), et des ascidies (O'Neil el al., 

1986 ; Galloway et Cutfield, 1988). molécules cette famille ont même détectées 

chez une levure (Fawell et Lenard, 1 ; Muthukumar et Lenard, 1991), ainsi que des 

plantes supérieures et des algues (Collier et al., 1987; Garcia Flores et al, 2000; Oliveira 

et al, 1999). 

Chez les Mollusques, l'existence molécules n"r"''''''''''~ aux insulineslIGFs a été 

mise en évidence par des techniques immunologiques au niveau de l'épithélium de 

nombreuses que Buccinum undatum (Davidson et al., 1 1), Strophocheilus 

oblongus (Falkmer el al., 1975; Marques et Falkmer, 1976), Mytilus edulis (Fritsch et al., 

1976), Unio piclomm et Anodonla cygnaea (Plisetskaya el al., 1978), Achatina fulica 

(van Noorden et al, 1980), Helix aspersa (Marchand et Colard, 1991), Planorbarius corne us 

(Franchini et Ottaviani, 1992) et récemment Helisoma duryi et Otala laclea (Abdraba et al., 

1999, 2000 a). Ces molécules ont également localisées dans des 

de ganglions du système nerveux central de nombreux gastéropodes, Lymnaea stagnalis 

(Schot et al., 1981), Aplysia californica (van Minnen et Schallig, 1990), Helisoma duryi 

(Khan et at, 1992; Saleuddin et 1992 ; Sevala et al., 1993a, b), Helix a:,persa (Gomot 

et al., 1992), Planorbarius comeus (Sonetti et al., 1992) et Otala lactea (Abdraba et al., 

2000 b), ainsi que d'un bivalve, My/ilus edulis (Kellner-Cousin et ar, 1994). 

de type insuline/IGE peuvent également être libérées dans l'hémolymphe, puisqu'elles ont été 

'vC'v'vC'vI." par dosage radioimmunologique contre l'insuline humaine dans l'hémolymphe de 

Helisoma duryi (Sevala et at, 1993) et Otala lactea (Abdraba et al., 1999), et contre 
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l'insuline de saumon dans l'hémolymphe de limace Prophysaon foliatum (Plisetskaya et 

Deyrup-Olsen, 1987). 

molécules participeraient à la régulation de nombreux processus métaboliques tels 

que le glucidique, la croissance, le développement et la reproduction. 

Ainsi, divers travaux rapportent un effet hypoglycémiant d'insulines de Vertébrés chez 

de nombreuses de mollusques. L'insuline mammalienne provoque la diminution la 

teneur en circulant et augmente le contenu en glycogène dans la glande et le 

muscle du gastéropode Strophocheilus oblongus (Marques et Falkmer, 1976) et dans le 

manteau du Mytilus galloprovincialis (Madar et 1979), ainsi que dans le muscle 

adducteur bivalves d'eau douce Anodonta cygnaea et Unio pictorum (Plisetskaya et ar, 

1978) et des bivalves marins Mylilus galloprovincialis et Chlamys glaber ponticus 

(Plisetskaya et ar, 1979). L'insuline de saumon ainsi qu'une substance semi-purifiée 

Unio pic/orum et apparentée à l'insuline, provoquent réponses physiologiques identiques 

à de l'insuline mammalienne Anodonta cygnaea et Unio pic/orum (Plisetskaya 

et ar, 1978) et chez Anodonta cygnaea et Mytilus galloprovincialis (Plisetskaya et ar, 1978 ; 

Rusakov et al., 1979). 

Des de type insuline/IGF sur la croissance et le développement ont également 

été obtenus sur juvéniles d'escargot Helix aspersa (Gomot et Gomot, 1995), sur la 

croissance et la régénération de la queue de la limace Prophysaon foliatum (Plisetskaya et 

Deyrup-Olsen, 1987), et sur la croissance des neurites chez Lymnaea stagna lis (Kits et al., 

1990) insulines/IGFs semblent exercer cette fonction en stimulant synthèses de 

protéines, ce qui a été démontré sur les cellules du manteau chez Helisoma duryi 

(Saleuddin et al., 1992), Mytilus edulis (Kellner-Cousin et al., 1994) et Pecten maximus 

(Giard et al., 1998), ainsi que sur les cellules de la glande digestive chez Pecten maximus 

(Giard et 1998). 

Enfin, d'autres travaux ont également montré l'implication ces molécules dans le 

contrôle activités liées à la reproduction. Chez Helix aspersa (Wijdenes et ar, 1987; 

van Minnen et Schallig, 1990), Planorbarius corneus (van Minnen et Schallig, 1990; Sonetti 

et ar, 1992) et Lymnaea stagnalis (Geraerts, 1976b; Geraerts, 1992; van Minnen et Schallig, 

1990), les molécules de type MIP ("Molluscan Insulin-related Peptide") par des 

cellules neuroendocrines du système nerveux central (Light Green Cells ou Mediodorsal 

Cells) agiraient au niveau des inhibant ainsi la libération d'une 

hormone impliquée dans le contrôle de la reproduction, comme chez Helix aspersa et 

Limax maximus (van Minnen et Schallig, 1990). Gomot (1993) émet ainsi l'hypothèse qu'une 
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partie du système nerveux du aspersa est impliquée dans le contrôle de 

la spermatogenèse en stimulant la synthèse d'ADN associée aux divisions des cellules 

geroùnales, et qu'une autre partie, dont les cellules sont connectées aux corps dorsaux, inhibe 

plutôt cette synthèse d'ADN. Par ailleurs, et collaborateurs (1992) indiquent que les 

MIPs de la limnée exerceraient une fonction différente dans les processus de contrôle des 

divers métabolismes du fait différentielle stimulus-dépendante des de 

MIPs au niveau du système nerveux central. C'est ainsi la mise en place la 

gamétogenèse chez Lymnaea stagnalis induit un ralentissement la croissance du fait d'une 

réorientation des métabolites vers la production d'ovocytes (Geraerts et al., 1976 a et b) De 

même, un régime riche en glucides conduit à un arrêt de la croissance, à une stimulation de la 

en glucides et active la reproduction et al., 1 ; ces phénomènes 

s'accompagnent d'une dioùnution de la quantité de transcrits de MIP II et de MIP 

ncu>r",nt leur implication dans le contrôle la aussi de la reproduction. 

Chez les Mollusques, une seule faoùHe de molécules endogènes apparentées aux 

insulines/IGFs a pu être séquencée chez le gastéropode Lymnaea stagnalis (Smit et al., 1988 ; 

Smit el al., 1998, pour revue) : la famille des MIPs. famille comporte membres, 

mais leur fonction précise reste pour le moment indéteroùnée. Le seul effet biologique 

clairement démontré est 1 sur la croissance des neurites en culture (Kits et al., 1990), 

mais il est probable que ces molécules interviennent également dans différentes régulations 

dont la croissance, la reproduction et le métabolisme énergétique (Geraerts et al., 1992). 

tout état de cause, ces différents biologiques n'ont jamais SUIVIS 

simultanément sur les animaux ni corrélés à leur biologique (suivi de 

croissance et du métabolisme énergétique). C'est cet aspect qui est pris en 

compte chez l'huître creuse Crassoslrea gigas dans le cadre de cette étude. cette espèce, 

la de molécules apparentées aux insulines/IGFs n'a encore clairement 

mise en évidence; toutefois j'étude de la gestion des réserves énergétiques au cours du cycle 

de reproduction de d'une régulation endocrine du 

métabolisme glucidique (Berthelin et al, 2000 a,b) et des expériences récentes menées au 

laboratoire ont montré que l'insuline pourrait 

augmentant glucose dans les cellules de 

biologique, en cours d'étude au laboratoire, les possibles 

sur la croissance et la reproduction de ont 

cette régulation en 

complément de cet 

de molécules de type 

SUIVIS. 
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ce chapitre traite de la mise en d'un physiologique molécules 

apparentées aux insulines/IGFs au niveau des tissus impliqués dans la reproduction et la 

(respectivement le gonadique et le bord du manteau). Un suivi de l'effet 

biologique in vitro de 1 recombinant humain 1 rh) sur les activités de prolifération 

cellulaire et de synthèse de protéines des cellules des tissus cibles a alors été effectué au cours 

du cycle biologique de C. parallèlement au suivi de la croissance et de la reproduction. 

récepteurs aux molécules endogènes ont ensuite été recherchés par déplacement de la 

liaison de l'IGF-l rh à partir membranes plasmiques de tissu gonadique, de bord du 

manteau et de palpes labiaux (cellules de l'existence d'un signal 

de type insuline/IGF au niveau de ces tissus cibles. 
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n. METHODES 

L'ensemble expériences est mené à partir d'huîtres creuses Crassostrea 

de 3 ans (taille commerciale). Ces animaux proviennent des parcs ostréicoles de 

l'établissement "La Tatihou" situé à Saint-Vaast-la-Hougue (Normandie, Manche). A la 

réception, huîtres sont maintenues en chambre froide puis traitées dans les 48 heures. 

II.2. ~=~~="'" 

2. J. Echantillonnage. 

Pour l'étude histologique, un échantillonnage d'un effectif de 10 huîtres a été 

aux périodes correspondant aux tests biologiques in vitro. 

2.2. Fixation tissus et montage lames. 

Pour chaque animal, une section transversale de 5 mm d'épaisseur est à 

partir de l'animal entier au niveau de la jonction palpes labiaux-branchies (Figure fi.1). Les 

sont dans du liquide de Bouin (75% acide picrique à 20% formol, 5% 

acide acétique) pendant 48 heures, puis déshydratées dans des bains successifs d'éthanol 

(70%,95% et 100%) avant d'être transférées dans du butanol pour au minimum une 

Les pièces sont alors incluses dans la paraffine, et des coupes 7 /lm d'épaisseur sont 

réalisées au microtome, puis déposées sur lames et déplissées sur une platine chauffante. 

lames histologiques sont ensuite colorées selon la technique du trichrome Prenant-Gabe 

(Gabe, 1968), montées dans une type Depex, et pendant 48 heures à 

avant observation. 

3.1. Conditions de stérilité. 

La dissociation des cellules est effectuée en conditions sous hotte à flux 

laminaire, et avec du matériel et 

filtre Millipore 0,2 /lm 

stérilisés par autoclavage ou par filtration sur 
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Figure II.1. : Anatomie de l'huître creuse Crassostrea gigas. 
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b : Anatomie de l' huître. 
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3.2. Milieu de dissociation et de maintien cellules. 

milieu de dissociation et d'incubation des cellules est le milieu M -199 

Hanks (Sigma®), utilisé à une concentration 1 M et supplémenté par 350 mM NaCI et 

49 mM KCI afin d'en adapter l'osmolarité aux cellules de mollusques 

(1100 mOsm) (Cousserans, 1975). pH du milieu est ajusté à 7,4 (Lenoir, 1989) de façon à 

se situer dans la gamme pH de l'hémolymphe de bivalves qui varie selon les espèces entre 

7,2 et 7,8 (Bayne et al., 1976). milieu ainsi modifié est filtré et à 4°C. Avant 

utilisation, le milieu est additionné d'antibiotiques: 170 IlM pénicilline G et 680 IlM 

streptomycine (milieu D). 

3.3. Prélèvement et dissociation tissus. 

Dès leur ouverture, les huîtres sont rincées à l'eau de mer autoclavée pUIS 

sur un lit de bords du manteau sont et à trois reprises à 

l'eau de mer. Le tissu gonadique qui recouvre la glande digestive est également prélevé. Les 

tissus subissent alors une dissociation mécanique aux (Figure 0.2). 

Pour bords du manteau, plus résistants, une dissociation supplémentaire par une 

lytique est en additionnant 0,1% (p/v) de au milieu de dissociation 

La dissociation s'effectue à l sous une agitation lente pendant 2 fois 30 minutes, avec 

renouvellement de la solution dissociation. Après une filtration sur toile à bluter (diamètre 

des mailles: 100 Ilm), les cellules sont recueillies et mises au culot par une 

centrifugation de 30 minutes à 80g (1 

Pour cellules du gonadique, dans la période d'octobre à mars (restructuration 

et développement maximal du tissu de réserve), une centrifugation supplémentaire à 600g 

pendant 30 minutes (15°C) est afin d'éliminer les cellules de dans la 

suspensJOn. 

culots de cellules "'.:J'.''''''',,,,,, sont finalement rincés 30 à 40 ml de milieu D et 

repris dans 1 ml milieu D. 

3.4. Dénombrement et estimation de la viabilité cel/ulaire. 

densité de la suspension de cellules est déterminée à l'aide d'un 

hémocytomètre de Thoma. Le volume final de suspension cellulaire est ajusté 

façon à obtenir la concentration cellulaire requise pour le test biologique in vitro, à savoir 
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107 cellules.mr1 pour de bord de manteau et 2.107 cellules. ml'] pour cellules 

du tissu 

viabilité des dissociées est par le test MTT (3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide, Sigma®) décrit par Mosmann (1983) 

et aux cellules d'organismes marins par Coulon (1993). Ce test est basé sur la 

réduction de sels de tétrazolium jaune (MTT) en cristaux de formazan bleu sous l'action 

déshydrogénases mitochondriales. La différence d'absorbance, mesurée au spectrophotomètre 

entre 570 et 630 nm, est proportionnelle à l'activité mitochondriale et donc au nombre de 

cellules vivantes en contact avec le Lors de chaque test biologique in vitro, la 

viabilité est estimée pour les cellules fraîchement dissociées et les cellules qui ont 

soumises à l'incubation, à le taux de survie des cellules à l'issue du test 

biologique. Ainsi, les cellules dissociées sont incubées durant 20 à 24 heures (Heude-

Berthelin, 2000) en de 10% (plv) MTT à 5 mg/ml dans du milieu D. 

milieu réactionnel est ensuite additionné d'un volume équivalent d'isopropanol contenant 

0,04 de à dissoudre les cristaux de formazan 30 minutes 

d'agitation vigoureuse et clarification du milieu par centrifugation (3 OOOg, 5 minutes), 

J'absorbance de l'échantillon est mesurée contre un témoin à 570 nm avec soustraction du 

bruit de fond à 630 nm. 

types de suspensions cellulaires (bord du manteau et gonadique) 

sont chacun soumis à deux tests biologiques in vitro: l'incorporation de [14C}-acides aminés 

et l'incorporation de eH]-thymidine. 

4.1, Préparation de 1 recombinant humain (IGF-J rh). 

L'IGF -1 recombinant humain (Sigma ®) est repris 0,1 Nd' acide 

pour une concentration de 6.1 M, puis aliquoté et à -70°C. Avant utilisation, 

rh est dilué en série dans du milieu D afin d'obtenir une gamme de concentrations 

finales comprise entre 10-13 et 10-7 M. 

4.2. Mesure l'incOlporation t 4Cj-acides aminés dans les protéines. 

L'incorporation d'acides aminés marqués au 14C permet d'évaluer le métabolisme 

protéique à une période donnée reflétant ainsi J'activité synthèse des cellules. test 
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biologique in vitro est au cours incubation de 20 heures à 1 en présence 

d'un cocktail d'acides aminés marqués au 

concentration finale de 0,4 !-lCi/ml. 

(activité spécifique : MBq/ml, ICN) à une 

4.3. Mesure l'incorporation de tRi-thymidine dans l'ADN 

incorporation de thymidine tritiée nt>rlrY1t>t une estimation de la synthèse d'ADN 

à une période donnée traduisant ainsi l'activité de prolifération cellules. test biologique 

in vitro est réalisé au cours d'une incubation à en pre:sel1ce 

thymidine (activité spécifique' 20-40 Ci/mmole, ICN) à une concentration finale de 4 !-lCi/ml. 

4.4. Réalisation tests biologiques in vitro. 

Le test biologique in vitro consiste à incuber 400 !-lI de cellules dissociées avec 

50 !-lI de précurseur radioactif, C4C]-acides ou CH]-thymidine, et en 50 ,ul 

des différentes concentrations d'IGF-l. Au terme de l'incubation, les cellules sont précipitées 

dans 1 ml de TCA (acide trichloroacétique) 10% (plv) pendant 1 nuit a 4°C, puis 

molécules néosynthétisées sont par (3 OOOg, 10 4°C). 

radioactivité non incorporée est éliminée par un triple rinçage des culots avec 3 ml de TCA 

10%. culots sont ensuite dissous dans 500 !-lI de 0,3 N KOH pendant 1 heure à 40°C. La 

mesure de la radioactivité à partir de !-lI de suspension dans, au minimum, 

la volumes de liquide de scintillation (Optiphase, Wallac®), et à l'aide d'un compteur bêta à 

scintillation (TriCarb, Packard®) 

4.5. Validation des résultats. réplicats, témoins el analyse statistique. 

Chacune des conditions du test biologique fait l'objet de 6 réplicats. 

Une série de tubes témoins est réalisée par blocage du milieu d'incubation 

l'ajout des précurseurs radioactifs, de quantifier et de la part de radioactivité 

non issue de l'activité métabolique des cellules. 

L'analyse statistique annuels (incorporation de base cellules du 

bord du manteau et d'une concentration d'IGF-l rh sur les synthèses d'ADN et de 

protéines des cellules de et du bord du manteau) est effectuée à partir d'une ANOV A 

sur données transformées en logarithme népérien et après avoir 't>r'"N",r les conditions 

d'application de l'analyse de variance: normalité de la distribution (test de Kolmogorov

Smirnov) et équivariance (test 1984). tests sont à l'aide du 

logiciel ST A TlSTlCA (1997). statistique de l'effet dose de l' rh sur les 

42 



Gonade 

Bord du 
manteau 

surnaoeê.nt 

~I 
U 

M proo", 

U '" T o 
=-< 

1 

l' 

[b 
1 

miiieu frais 

-l 
1 

~ 

[b 
1 

Figure II.2 : Principe des tests biologiques in vitro . 

organe disséqué 

dissociation mécanique 

dissociation enzymatique 

fdtration 

80 g: 30 min 

lavage des cellules 

80 g: 30 min 

Test biologique 



~
:--- Préparation de membranes 
~ Débris ... .. . 

Réceptems 

+ + 
r) 
"---

r) 
"---

Liaison non spécifique Liaison non spécifique 
(BI) (B2) 

+ 
r) 
"--

Hormone marquée à [1251] 
en quantité fixe et en excès 

Hormone non marquée 
en quantité variable 

+ 
C) 

Liaison non spécifique Liaison totale 
totale (Bmax) 

\.... --v- ./ 

Liaison totale - Liaison non spécifique totale 
= Liaison spécifique totale 

Figure 11. 3 : Principe de la technique du déplacement de la liaison d'une hormone 
marquée par une hormone non marquée (radiorécepteurs). 



Approche cellulaire du <v<;,rpn1P insuline/IGF chez l'huÎtre creuse 

!nU,,,,,,,"" d'ADN et de protéines des cellules gonade et du bord du manteau est effectuée à 

partir du test-! de Student 

5, (IGF-lrh), 

5.1. Préparation mernbranes plasmiques. 

Dans une série d'expériences préliminaires, des préparations de membranes 

plasmiques d'animaux entiers sans 

préparations de membranes plasmiques ont 

de gonade, soit de palpes labiaux. 

digestive ont la 

à partir soit de bord du manteau, soit 

des étapes de la préparation de membranes plasmiques est à 

limiter la dénaturation des protéines, 

dissection, les tissus sont abondamment rincés dans le tampon de 

préparation (100 100 mM TrizmaHCI, 2 mM EGTA, 5 mM 

MgCh, 0,24 M sucrose), pUIS et avant d'être finement aux 

dans ce tampon (6 ml tampon par mg tissu). préparation est ensuite soumise à 

un broyage mécanique au potter électrique, (1000g, 5 minutes, 4°C), et le 

surnageant contenant les fractions subcellulaires est filtré sur toile à bluter (mailles de 

100 !lm). Le filtrat est à nouveau centrifugé (30 OOOg, 30 minutes, 4 Q C) afin de recueillir 

membranes plasmiques partiellement purifiées. Le culot 

tampon) et aliquoté en tubes microfuges, est conservé à 

à sec addition de 
. . 

au maXImum une semame, 

La quantité de protéines contenues dans les membranes plasmiques est déterminée 

par la méthode de dosage Bradford (1976). 

5.2. Mesure de la liaison. 

La de liaison de l'IGF-1 rh à un récepteur endogène est 

déterminée la mesure du déplacement de liaison de 1 rh de ,'IGF-l rh 

non radioactif, selon le principe de compétition entre pour un même récepteur (I<"igure 

II.3) , liaison spécifique de l'hormone est estimée par soustraction de la liaison non 

à la liaison totale, La liaison non est obtenue en incubant une quantité 

d'un d'hormone La liaison totale résulte d'hormone marquée en 

l'incubation d'une quantité d'hormone marquée en j'absence d'hormone froide. 
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5.2.1. Quantité optimale de membranes. 

La quantité optimale de membranes par tube est déterminée par la mesure de la 

liaison totale de l'hormone marquée e25I]-IGF-1 rh (80 000 cpm/tube) à l'issue de 

l'incubation de l'hormone pendant 4 heures à 4°C (selon les données bibliographiques) avec 

des concentrations croissantes de membranes plasmiques (4, 7, 10 et 15 mg/ml). 

5.2.2. Cinétique de la liaison. 

La durée optimale de l'incubation est déterminée par la mesure de la liaison 

totale de l'IGF-l rh marqué (80 000 cpm/tube) en présence de 4 mg/ml de protéines de 

préparation de membranes et pendant différents temps (30, 60, 90, 120, 180, 240 et 360 

minutes). 

5.2.3. Mesure de la liaison de l'IGF-J rh. 

Les membranes (100 , .. lI de suspension de membranes diluée à 4 mg/ml dans un 

tampon 55 mM Hepes-Tris) sont incubées avec: 

-100 ,.tI de C25I]-IGF-l rh (60 000 à 100000 cpm/l00 ~I) 

-100 ~I de doses croissantes d'IGF-l rh (0 à 132,5 nM) 

-100 ~I de tampon de réaction (40 mM Hepes-Tris, 6% BSA et 3 000 Tru d'aprotinine, 

Sigma®). 

Après une incubation de 4 heures à 4°C, sous agitation circulaire modérée, 

3 aliquots de 1 00 ~I sont prélevés et distribués dans 500 ~I de tampon de séparation froid 

(50 mM Hepes-Tris, 2% (p/v) de BSA). La séparation de l'hormone liée et de l'hormone libre 

est effectuée par centrifugation (10 OOOg, 1 0 minutes) . Les culots sont rincés à 3 reprises par 

500 ~I de tampon de lavage (50 mM Hepes-Tris, 10% (p/v) de sucrose), puis comptés à sec 

dans un compteur gamma (Packard®). 

5.2.4. Représentations de la mesure de la liaison. 

5.2.4. J. Capacité de déplacement de la liaison totale. 

L'aptitude de l'IGF-l rh à déplacer la liaison de [125I]_IGF_l rh à des 

protéines de membranes plasmiques est estimée par la mesure de la liaison totale de 

C25I]-IGF-l rh en fonction de quantités croissantes d'IGF-I rh non marqué (0 à 0, 13 ~M) 

entrant en compétition avec l'IGF-l rh marqué. 
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5.2.4.2. Représentation de Scat chard. 

Les caractéristiques qualitative et quantitative de la liaison sont 

déterminées d'après la représentation de Scatchard (1949) représentant le rapport hormone 

liée sur hormone libre en fonction de la quantité d'hormone liée. Le tracé obtenu permet de 

déterminer les constantes de dissociation et d'affmité du récepteur ainsi que le nombre de 

récepteurs par mg de protéines. 
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III. RESULTATS 

II!. 1. Suivi histologique des variations saisonnières de la gonade. 

L'étude histologique de la gonade d'huîtres de Saint-Vaast-la-Hougue est réalisée 

au cours du cycle annuel de reproduction en parallèle des tests biologiques in vitro. 

L'hétérogénéité de la gonade, composée de tubules gonadiques où se déroulent les différentes 

étapes de la gamétogenèse et de cellules vésiculeuses constituant le tissu de réserve, nous a 

conduit à suivre en en même temps les évolutions qualitatives de la gamétogenèse et du tissu 

de réserve . 

1.1. Evolution qualitative de la gamétogenèse. 

Le suivi de la gamétogenèse est basée sur la nomenclature décrite par Lubet 

(1959) chez la moule Mytilus edulis et adaptée chez l'huître creuse Crassostrea gigas par 

Heude-Berthelin (2000). 

La gamétogenèse se décompose schématiquement en 4 stades représentés sur la 

figure n.4. Le stade 0 correspond à une phase de repos sexuel au cours de laquelle les tubules 

gonadiques sont réduits à des îlots de gonies quiescentes (a et a'). Le stade l se caractérise par 

la reprise de la gamétogenèse initiée par les mitoses goniales (b et b'). Le stade II est associé à 

une phase de développement intense des gamètes. Les tubules gonadiques grossissent et 

envahissent progressivement la gonade. Dans la lignée mâle apparaissent des spermatocytes l 

puis II, des spermatides puis des spermatozoïdes (c'). Dans la lignée femelle, les ovocytes 

sont en période de vitellogenèse (c). Le stade III, de maturité sexuelle, se divise en sous

stades selon que les gamètes matures envahissent la gonade (IlIA) (d et d'), ou bien soient 

émis dans le milieu extérieur (IIIB), ou que les tubules gonadiques régressent à l'issue de 

l'émission d'ovocytes ou de la spermiation (IIID) conduisant au stade de repos sexuel. Dans 

certains cas, le sous-stade Ille traduisant l'initiation d'une nouvelle gamétogenèse peut être 

observé. 

Le suivi annuel des échantillons histologiques a permis d'observer 6 périodes 

distinctes au cours de la gamétogenèse représentées en figure D.6.a et correspondant aux 

stades précédemment décrits. De mai à juillet, les tubules gonadiques envahissent 
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Figure II.4 : Gamétogenèse femelle (a ~ f) et mâle (a' ~ d ') 
chez l'huître creuse Crassostrea gigas. 
Objectif X 400. 

a et a ' : stade 0, de repos sexuel 
b et b' : stade l, de reprise de la gamétogenèse 
c et c' : stade II, de développement des tubules gonadiques et de 
vitellogenèse pour la gamétogenèse femelle 
d et d' : stade ilIA, de maturation sexuelle 
e : stade IIID, de lyse des ovocytes résiduels 
f: stade I1ID (fm) : de régression des tubules gonadiques 

(CV: cellule vésiculeuse; GI: gonie indifférenciée; TG: tubule 
gonadique; D: ovocyte, DM: ovocyte mature; DL: ovocyte lytique; 
TGQ : tubule gonadique quiescent ; 
SPR: spermatozoïdes résiduels; CE: canal évacuateur des gamètes; 
SPZ: spermatozoïdes) 



Figure 11.5 : Tissu de réserve de la gonade au cours du cycle de reproduction de l'huître 
creuse Crassostrea gigas. 

a : stade A, de restructuration du tissu de réserve. X 100. 
b : stade B, de développement maximal du tissu de réserve. X 400. 
c : stade C, de régression du tissu de réserve. X 100. 
d : stade D, tissu de réserve réduit autour de lacunes hémocytaires. X 400. 

(LH : lacune hémocytaire ; CC: cellule circulante ; CV: cellule vésiculeuse; TG : tubule gonadique). 

------------------l----------------------~-----------
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Figure II.6 : Evolutions de la gamétogenèse (a) et du tissu de réserve (b) au cours du cycle 
de reproduction de Crassostrea gigas (2000-2001) à Saint-Vaast-Ia-Hougue. 
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progressivement la gonade et les gamètes s'y développent de façon intense (stade II). Entre 

juillet et août, des gamètes matures sont observés et le tissu gonadique est majoritairement 

composé de tubules gonadiques (stade IlIA). Des émissions de gamètes sont observées en 

septembre (stade UIs), mais peuvent avoir débutées dès le mois d'août (point non 

échantillonné). Dès septembre et jusqu'à la fin de novembre, des cellules circulantes 

apparaissent autour des lacunes hémocytaires et les gamètes non émis se résorbent (stade 

IIIo). Entre novembre et décembre, les tubules gonadiques sont réduits à quelques cellules 

germinales quiescentes; il s'agit du repos sexuel (stade 0). Puis en décembre, les mitoses 

goniales reprennent, et de décembre à avril, les gonies envahissent progressivement les 

tubules gonadiques (stade 1). Dès le mois de mai, les go nies entrent en méiose et se 

différencient en spermatozoïdes ou en ovocytes au cours de la vitellogenèse (stade II) . 

1.2. Evolution qualitative du tissu de réserve. 

L'analyse qualitative du tissu de réserve est décrite d'après les stades identifiés 

chez l'huître creuse Crassostrea gigas par Berthelin et collaborateurs (2000 a). 

Le développement du tissu de réserve se décompose en 4 stades (Figure n.S). Le 

stade A correspond à une phase de restructuration du tissu de réserve après la ponte. Le stade 

B est le stade ultime du développement du tissu de réserve qui constitue alors un pavement 

uniforme. Le stade C est à l'inverse une phase de régression du tissu de réserve du fait du 

développement des tubules gonadiques, aboutissant au stade D traduisant un tissu de réserve 

extrêmement réduit. 

Le suivi annuel des échantillons histologiques, réalisé aux dates exactes des 

mesures d'effets biologiques, relate une évolution du tissu de réserve (Figure n.6.b) similaire 

à celle décrite par Berthelin et collaborateurs (2000 a) pour des huîtres de la même origine. De 

mai à juillet, le tissu de réserve est en cours de régression (stade C) alors que le 

développement des tubules gonadiques se poursuit. Dès le mois de juillet et jusqu'à 

septembre, le tissu de réserve est réduit à quelques assises cellulaires autour des lacunes 

hémocytaires (stade D) du fait du développement maximal des tubules gonadiques. De 

septembre à décembre, la gonade est envahie de cellules circulantes et le tissu de réserve se 

restructure progressivement à partir des lacunes hémocytaires (stade A). De décembre jusqu'à 

avril, le tissu de réserve devient majoritaire et les lacunes hémocytaires plus rares (stade B). 
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III.2. Effets biologiques in vitro de l'IGF-l rh sur les cellules de la gonade. 

Pour tous les tests biologiques in vitro réalisés et analysés, la viabilité cellulaire est 

supérieure à 75%. 

2.I.Suivi de l'effet de l'IGF-I rh sur les synthèses d'ADN. 

Le profil annuel de l'effet biologique de l'IGF-l rh sur l' incorporation de 

eH]-thymidine par les cellules de la gonade a été suivi pour des concentrations variant de 

10-12 à 10-7 M. A 10-7 M, le suivi de l'effet de l'IGF-l rh sur cette incorporation indique une 

activation significative de la synthèse d' ADN pour les mois de novembre, décembre et janvier 

(Figure Il. 7 .a). Les activations, respectivement de 13%, 18% et 33%, sont statistiquement 

significatives par rapport à l'incorporation de base de eH]-thymidine. 

En novembre et en décembre, les activations sont essentiellement significatives 

que pour 10-7 M d'IGF-l rh (Figure Il.8.a,b) . En revanche, en janvier, toutes les 

concentrations d'IGF-l rh activent significativement l'incorporation de eH]-thymidine par les 

cellules du tissu gonadique avec un maximum d'activation de 68% à 10-12 M (Figure Il.8.c) . 

Pour cette période hivernale où un effet activateur est observé, l'étude 

histologique montre que les divisions cellulaires concernent non seulement les cellules 

goniales (stade 1) mais aussi les celJuJes de réserve (stade A) (Figure Il.9.b) . Aussi , pour 

préciser la cible exacte de l'effet de l'IGF-l rh, un second test biologique a été réalisé après 

centrifugation rapide de la suspension de cellules de gonade, étape qui permet d' éliminer les 

cellules de réserve encore présentes dans la suspension cellulaire. Les résultats pour les mois 

de novembre, décembre et janvier sont présentés sur la figure Il.7.c. L'effet biologique de 

l'IGF-l rh sur les cellules goniales est alors confirmé puisqu'une activation significative de 

l'incorporation de eH]-thymidine est obtenue en novembre (113%), en décembre (46%) et en 

janvier (19,5%). 

2.2. Suivi de l'effet de l 'IGF-I rh sur les synthèses de protéines. 

Le profil annuel de l'effet biologique de l'IGF-l rh sur l'incorporation de 

C4C]-acides aminés par les cellules de la gonade a été suivi pour des concentrations variant de 

10-13 à 10-7 M . A 10-12 M, l'effet de l'IGF-l rh sur cette incorporation indique une activation 
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Figure IL7 Effet biologique in vitro de l'IGF-l rh sur l'activité de prolifération des 
cellules de la gonade. 

a : Profil annuel de l'effet biologique de 10-7 M d'IGF-l rh. Les données sont exprimées en % 
d'incorporation de CH]-thymidine dans l'ADN par rapport à l'incorporation de base. 
L'incorporation est significativement plus élevée pour les mois de novembre, décembre et jarrvier. 
(ANOVA, n= 46, F= 1,24). 
b: Suivi histologique de la gamétogenèse et du tissu de réserve au cours du cycle de reproduction 
2000-2001. 
c : Analyse comparative de l' effet biologique de 10-7 M d'IGF-l rh sur l'incorporation de 
eH]-thymidine par les cellules de la gonade (en bleu) et les cellules germinales isolées par 
centrifugation (en prune). La significativité est calculée d'après le test-t de Student : *** p<O,001. 
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Figure IL8: Effet de la gamme de concentration d'IGF-l rh (10-12 à 10-7 M) sur 
l'incorporation de eH)-thymidine par les cellules germinales. 

Les données sont exprimées en % d'incorporation de CH]-thymidine par rapport à l' incorporation de 
base, pour les mois de novembre (a ), décembre (b) et janvier (c). 

La significativité est calculée d'après le test-t de Student: *** p<O,01 ; ** p <0,05 ; * P <0, 1. 



~ 
CI 

ïa 180 
œ 
~ ,-.. 160 
~ 

~ ' C:; 
140 el! .. 

1 ... 
Ü CI 

CI 120 

[;] ::..... u 
::1 

QI ~ 100 ~ 0 
CI 0"'-
0 .:1 80 .: 
~ el! .. 

0 60 CI. .. 
0 

40 u 
.:1 - 20 

300 
El 
c. 250 '1;1 

= Il 

= 200 
0 
'.c ca 

150 .. 
0 

0 

e-
0 100 u 
.5 

50 

0 

u: 

c 

*** 

EMISSION DES 
GAMETES 
' ........ le==::> 

N 1 D 

GONADE 1 SUIVI 1 PROTEINES 

*** *** *** 

\ 1 1 1 . )1 1 

[ F M A [ M 

............... ......... 
...................................................... ···············• · .. ·_·· · ·-:~-~~-:'\-I ~-;~-~-i.-P:-i.'-tl-I~·~·~-- .................. . 

DE RESF.Rn: ..... . 

*** 

* 

février 2001 avril 2001 

.:l 

.9 160 
El 
ca 140 
fi 'ôi' 
~ 'ë 120 
ca .. 

'Of; 8 100 
.......::1 gO 
Il '1;1 

~"$. 60 
.~ ~ 
.. '""' 40 .. 
ê- 20 

8 0 
.5 

" . 

février 2001 avril 2001 

Figure II.9 : Effet biologique in vitro de l'IGF-l rh sur l'activité de synthèse de protéines 
des cellules de la gonade. 

a : Profil annuel de l'effet biologique de 10-12 M d'IGF-l rh. Les données sont exprimées en % 
d'incorporation de C4C]-acides aminés dans les protéines par rapport à l'incorporation de base. 
L'incorporation est significativement plus élevée pour les mois de février, avril, mai, juin et juillet. 
(ANOVA, n= 57, F= 1,05). 
b: Suivi histologique de la gamétogenèse et du tissu de réserve au cours du cycle de reproduction 
2000-2001. 
cl: Analyse comparative de l'incorporation de [14C]-acides aminés par les cellules de la gonade (en 
rouge) et les cellules germinales isolées par centrifugation (en Erune). c2: Analyse comparative de 
l'effet biologique de 10-12 M d'IGF-l rh sur l'incorporation de [ 4C]-acides aminés par les cellules de 
la gonade ( en rouge) et les cellules germinales isolées par centrifugation (en prune). La significativité 
est calculée d'après le test-t de Student : * p<O, 1 ; *** P <0,001 
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Figure II.lO: Effet de la gamme de concentration d'IGF-l rh (10-13 à 10-7 M) sur 
l'incorporation de C4Cl-acides aminés par les cellules germinales isolées 
par centrifugation. 

Les données sont exprimées en % d'incorporation de C4C]-acides aminés par rapport à l'incorporation 
de base, pour les mois de février (a), et avril (b). 

La significativité est calculée d'après le test-t de Student : *** p<0,01 ; ** p <0,05; * P <0, 1. 
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Figure 11.11 : Effet de la gamme de concentration d'IGF-l rh (10.13 à 10.7 M) sur 
l'incorporation de [14C]-acides aminés par les cellules de la gonade. 

Les données sont exprimées en % d'incorporation de [14C]-acides aminés par rapport à l'incorporation 
de base, pour les mois de mai (a), juin (b) et juillet (c). 

La significativité est calculée d'après le test-t de Student : *** p<O,OJ ; ** p <0,05 ; * p <0, J. 



- Approche cellulaire du système insulinelIGF chez l'huÎtre creuse -

significative de la synthèse protéines. Cette activation 21 % à la du mois 

février, et pour les mois mai, juin et juillet, elle est de 26%, 14% à 18% et 

respectivement (Figure D.9.a). 

période hivernale et jusqu'au mOl~ d'avril, les préparations de cellules 

gerITÙnales sont fortement par des de en de mise en 

(stades A et B) (Figure D.9.b). étape supplémentaire de centrifugation a alors été 

pour les de février et avril (Figure D.9.c). 

février, l'incorporation d'acides aminés est essentiellement par 

cellules sexuelles (Figure D.9.c1). cellules de réserve, au début leur phase rruse en 

(stade A), incorporent peu. 1 rh (10.12 M), statistiquement pas 

entre les deux types de préparations de cellules, ""...,.a,,.,.,.,,,, donc sur les cellules 

sexuelles avec une activation des synthèses protéines l'ordre 10% 

(Figure D.9.c2). Une activation maximale de 20% est obtenue à une concentration de 10-10 M 

(Figure D.I0.a). 

avril, les de en pleine de ITÙse en r ... "' .... rLrp 

incorporent plus d'acides aITÙnés que cellules seules (Figure D.9.cl). 

l'IGF-I rh (10-12 M) est statistiquement vers cellules sexuelles, avec une 

activation synthèses protéines 33% (Figure D.9.c2). est 

de 41 est obtenue à une concentration de 10-13 M (Figure D.lO.b). 

Durant la période estivale (mai, juin et juillet), 1 rh active synthèses 

protéines de dose-dépendante (Figure D.ll). Au mOIs juillet, en particulier, 

J'activation est significative pour toute la gamme de concentration d'IGF-l rh (1 à 1 M), 

avec un maximum d'activation de 34% pour 1 M (Figure D.ll.c). 

3.1. Suivi annuel des synthèses de protéines et d'ADN des cellules du bord du 

manteau. 

SUIVi 

figure II. 12.a. Les 

façon significative entre 

de l'incorporation base e4C]-acides aminés est décrit en 

de protéines dans cellules du bord manteau de 

mois de juin et de septembre, qu'au mois d'avril. 
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Figure II.12 : Profils annuels de l'incorporation de base de [14C]-acides aminés (a) et de 
[3H]-thymidine (b) par les cellules du bord du manteau de l'huître creuse 
Crassostrea gigas. 

Les données sont exprimées en dpm de radioactivité incorporée par 4.106 cellules et pour 1.106 dpm de 
radioactivité initiale. (dpm : désintégrations par minute) 

L'incorporation de base de [14el-acides aminés est significativement plus élevée pour les mois de juin, 
juillet, septembre et avril (ANOVA, n= 56, F= 187,97: *** p<O,OOI et ** p<O,05). 
L'incorporation de base de t Hl-thymidine est significativement plus élevée pour les mois de juin, 
juillet, mars, avril (ANOVA, n= 59, F= 517,10: *** p<O,OOI et ** p<O,05). 
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Figure II.13 : Effet biologique in vitro de l'IGF-l rh sur l'activité de synthèse de protéines 
des cellules de bord du manteau. 

a : Suivi annuel de l'incorporation de base de e4C]-acides aminés par les cellules de bord du manteau. 
L'incorporation de base est significativement plus élevée pour les mois de juin, juillet, septembre et 
avril. (ANOVA, n= 56, F= 187,97 ; *** p<.O,001 et ** p<.O,05). 
b: Suivi annuel de l'effet biologique de 10-11 M d'IGF-I rh sur les synthèses de protéines des cellules 
de bord du manteau. Les données sont exprimées en % d'incorporation de [14C]-acides aminés par 
rapport à l' incorporation de base. L'incorporation est significativement plus élevée pour les mois de 
septembre et mars. (ANOVA, n= 53, F= 9,38 ; p<.O,05 **). 
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Figure II.14: Effet de la gamme de concentration d'IGF-l rh (10-13 à 10-7 M) sur 
l'incorporation de ['4C)-acides aminés par les cellules du bord du 
manteau. 

Les données sont exprimées en % d'incorporation de [14C]-acides aminés par rapport à l'incorporation 
de base, pour les mois de septembre (a), janvier (b), mars (c), et avril (d). La significativité est 
calculée d'après le test-t de Student : *** p<O,OJ ; ** p <0,05; * p <0, J. 
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Figure IU5 : Effet biologique in vitro de l'IGF-l rb sur l'activité la prolifération des 
cellules du bord du manteau. 

a : Suivi annuel de l'incorporation de base de eH]-thymidine par les cellules de bord du manteau. 
L'incorporation de base est significativement plus élevée pour les mois de juin, juillet, mars et avril 
(ANOVA, n= 53, F= 9,38; *** p<O,OOI et ** p<O,05). 
b : Suivi annuel de l'effet biologique de 10-7 M d'IGF-l rh sur l'activité de prolifération des cellules 
de bord du manteau. Les données sont exprimées en % d'incorporation de [3H]-thymidine par rapport 
à l'incorporation de base. L'incorporation est significativement plus élevée pour le mois de décembre 
(ANOVA, n= 45, F= 7,02; p<O,05 **). 



Approche cel/ulaire du ""V'·TPn_ insuline/IGF chez l'huÎtre creuse -

suivi annuel de l'incorporation de base de eH]-thymidine est décrit en 

figure D.12.b. 

plus élevée 

synthèse d'ADN dans cellules du bord du manteau est significativement 

mOIs juin et juillet, ainsi que pour les mois de mars et avril l'année 

suivante. On obtient un profil similaire à celui de l'incorporation aminés avec un 

niveau élevé de synthèses en période estivale, et des synthèses en avril plus importantes 

toutefois pour l'ADN que pour les protéines. 

3.2. Suivi de l'effet de l 'IGF-l rh sur synthèses de protéines 

Le suivi annuel de l'effet de l'IGF-l rh a été réalisé pour une de 

concentration variant de 10-13 à 10-7 M. A 10-11 M, le suivi annuel de l'effet de !'IGF-l rh sur 

l'incorporation de [14C]-acides aminés par les cellules du bord du manteau indique deux 

périodes d'activation significative synthèses de protéines : septembre et la période autour 

de mars (Figure D.13.b). Ces périodes correspondent 

significative (Figure D.13.a). 

à une incorporation base 

En septembre, une activation significative de 47% est obtenue pour 10-11 M 

(Figure D.13.b), l'effet activateur de l'I GF -1 rh est en fait pour une gamme 

de concentration d'IGF-l rh allant 

pour 10-10 M (Figure D.14.a). 

10-13 à 10-8 M, avec un maximum d'activation 56% 

En janvier, l'activation est significative dans la de 10-13 M (18%) à 10-9 M 

(10%) (Figure ll.14.b). 

mars, l' activateur de l'IGF-l rh est obtenu pour des concentrations 

comprises entre 10-13 M, et 10-11 M (ainsi que pour 10-7 M), avec un maximum d'activation de 

57,5% à 10-11 M (Figure ll.14.c). 

Enfin, au· mois d'avril, seule la concentration de 10-10 M active significativement 

(51 %) les synthèses de protéines cellules bord du manteau (Figure D.14.d). 

3.3. Suivi de l'effet l'IGF-l rh sur les synthèses d'ADN 

La figure D.lS.b indique qu'à 10-7 M, seule concentration où des ont 

observés, l'IGF-l rh active significativement l'incorporation de eH]-thymidine dans les 

cellules du bord du manteau au cours du mois décembre (30%), alors que l'incorporation 

de est peu élevée (Figure n.IS.a). 
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- Approche cellulaire du c:v ... r&>n,..,. insuline/IGF chez l'huÎtre creuSe -

IlIA. 

4. J. Cinétique de liaison. 

L'évolution de la liaison totale de [125I]_IGF_I rh à des membranes plasmiques 

d'animaux entiers a été suivie au cours d'une période d'incubation de 6 heures. La courbe 

obtenue indique une phase d'augmentation de la liaison totale entre 0 et 3 

d'incubation, puis une phase de ,-,,,.,,,:;,,,,,,,,.,,,. voire de diminution la liaison totale 

lorsque l'incubation est (Figure ll.16.a). Afin d'obtenir une liaison 

totale maximale, la durée de l'incubation a à (240 minutes). 

4.2. Concentration optimale en protéines de membranes plasmiques. 

Pour des concentrations croissantes de protéines membranaires d'animaux entiers, 

variant de 0 à 15 mg.mr1
, la proportion de la liaison non spécifique [125I]_IGF_I rh évolue 

jusqu'à plus 80% de la liaison totale (Figure ll.16.b). liaison augmente jusqu'à une 

concentration de protéines de 7 mg.mrJ
, puis tend à se stabiliser entre 7 et 15 mg.mr l de 

protéines. concentration optimale de protéines de membranes plasmiques a donc été fixée 

à afin les non spécifiques de l'IGF-I rh 

4.3. Capacité de déplacement de la liaison totale de t 251]-IGF-J rh 

l'IGF-J rh. 

capacité 1 rh à déplacer la liaison de l'I GF -1 rh marqué au niveau de 

membranes plasmiques d'animaux entiers, de gonade, de bord du manteau et de palpes 

labiaux, est déterminée par la mesure du de la liaison totale rh. La 

liaison totale est déplacée par des concentrations croissantes d 1 rh (0 à 0,5 !lM) 

(Figure ll.16.c). L'IGF-l rh déplace la liaison totale de e25I]-IGF-1 rh au niveau de chacune 

des préparations 

La liaison spécifique l'IGF-l rh a pu déduite par calcul à partir des valeurs 

de déplacement. Ce calcul mdique une plus spécificité pour !'GF-l rh au niveau 

membranes d'animaux (40%) que sur des membranes de gonade (29%), de bord du 

manteau (29%) ou de palpes labiaux (24%). 
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Figure II.l6: Etude de la liaison de [l2SI]-IGF-l rh à diverses préparations de 
membranes plasmiques. 

a : Cinétique de la liaison totale à des membranes d'animal entier. L'incubation est réalisée sur 6 
heures à 4°C et à partir de 4 mg/ml de protéines de membranes et 80 000 cpmltube de [125I]_IGF_l rh. 
b : Détermination de la concentration optimale de protéines membranaires par mesure de la liaison 
non spécifique pour différentes concentrations de protéines (4, 7, 10 et 15 mg/ml).L'incubation est de 
4 heures à 4°C en présence d'un excès d' IGF-l non marqué (1 !lM) et 80 000 cpmltube de 
[

125I]_IGF_l rh. 
e: Déplacement de la liaison totale au niveau de diverses membranes par des doses croissantes 
d' IGF-l rh (0 à 3750 ng/ml) au cours d'une incubation de 4 heures à 4°C. 
d : Représentation de Scatchard de la liaison de l'IGF-l rh à des membranes d'animal entier 
(incubation de 4 heures à 4°C avec 4 mg/ml de protéines, 100 000 cpmltube de C25I]-IGF-l rh et 
o à 100 nM d'IGF-l rh). La courbe se décompose en deux composantes linéaires. 
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4.4. Représentation de Scatchard de la liaison de 1 rh. 

déplacement de la liaison de [i25I]-IGF-l rh !'IGF-l rh à de 

membranes d'animaux peut également être visualisé sous la forme d'une 

représentation de Scatchard (Figure 16.d). La courbe obtenue, d'allure hyperbolique à 

concavité supérieure, peut être résolue en deux composantes linéaires dont les pentes 

constantes apparentes dissociation et les intersections avec 1 

capacités de liaison. 

première partie de la courbe ( droite verte) définirait alors un site de forte 

affinité et de faible capacité présentant une constante de dissociation Kd 0,01 nM et une 

capacité de liaison Bmax = fmol.mg-1 de protéines. La seconde partie de la courbe (droite 

rouge) traduirait un de plus faible affinité et forte capacité de liaison présentant une 

Kd 0,12 nM et un Bmax 1380 finoLmg- 1 de protéines. 
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IV. DISCUSSION 

Chez les Invertébrés, de nombreux travaux traitent de la mise en évidence 

physiologique de l'existence de molécules de la famille des insulines/IGFs et de leurs 

récepteurs. La plupart de ces études utilisent deux stratégies différentes : l'une consiste à 

rechercher un effet biologique de molécules hétérologues de la famille des insulineslIGFs sur 

des tissus cibles, et la seconde a pour objet de montrer l'existence d'un système ligand

récepteur. Aussi, ces deux approches ont été prises en compte dans le cadre de ce travail chez 

C. gigas, et elles ont permis de mettre en évidence l'implication de molécules apparentées à 

l'insuline au niveau des processus de croissance et de reproduction de l'huître creuse 

Les tests biologiques in vitro ont été réalisés à partir de cellules du bord du manteau et 

de cellules de gonade. Le bord du manteau est en effet une zone de croissance somatique et de 

formation de la coquille, ce qui se traduit par la stimulation des métabolismes associés à ces 

processus de croissance tels que la synthèse de protéines et la multiplication de cellules. La 

gonade représente, quant à elle, la zone de déroulement de la gamétogenèse qui se caractérise 

par une phase de prolifération des cellules goniales par mitoses successives, et par la synthèse 

de protéines lors du développement des tubules gonadiques et de la maturation des gamètes 

ainsi qu'au cours de la mise en réserve au niveau des cellules vésiculeuses. 

L'effet biologique de l'IGF-1 recombinant humain (IGF-1 rh), molécule hétérologue 

exprimée de façon ubiquitaire et impliquée par voie endocrine mais aussi autocrine/paracrine 

dans la croissance et le développement chez les Vertébrés, a donc ainsi été recherché sur 

chacun de ces tissus, afin de mettre en évidence un effet potentiel de ce facteur de croissance 

sur les activités de prolifération cellulaire et de développement associées aux processus de 

croissance ou de reproduction de l'huître creuse Crassostrea gigas. 

Variations saisonnières de la gamétogenèse et du tissu de réserve. 

Le suivi histologique de l'évolution qualitative du tissu gonadique, réalisé au cours de 

l'année 2000-2001, est tout à fait corrélé avec le cycle de reproduction obtenu en 1996-1997 

par Berthelin (2000 a) pour des huîtres provenant du même parc ostréicole. Toutefois, on peut 
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noter un décalage chronologique des différents stades du développement gamétogénétique 

entre les deux cycles de reproduction. Le stade 1 (période de mitoses goniales) est plus long 

pour le suivi 2000-2001 (décembre à avril) par rapport au suivi 1996-1997 (décembre à 

février), ce qui entraîne le décalage de la période de développement des gamètes (stade II) qui 

se déroule alors de mai à juillet en 2001 contre février à juillet en 1997. La période de repos 

sexuel (stade 0) est quant à elle réduite par rapport à 1996 (novembre et décembre en 2000 

contre octobre à décembre en 1996). Ces décalages relativement importants reflètent 

l'importance des conditions environnementales (température, nourriture ... ) dans le processus 

de reproduction . Néanmoins, ces données indiquent que chaque étape peut être rallongée ou 

raccourcie sans conséquence quant à la réussite de la gamétogenèse et surtout sur la période 

d'émission des gamètes; la gonade est toujours pleine de gamètes matures fin juillet. 

Ces différences observées dans le déroulement de la gamétogenèse entraînent 

également des variations de l'évolution du tissu de réserve de la gonade. En effet, la 

restructuration du tissu de réserve (stade A) a lieu après l'émission des gamètes (stade IIIB) 

parallèlement à la régression des tubules gonadiques (stade IIID) et au repos sexuel (stade 0), 

c'est-à-dire de septembre à décembre en 2000. Toutefois, pour le suivi 1996-1997, cette phase 

de réorganisation de la gonade après la ponte se déroule au cours de la même période. En 

revanche, le stade B de développement maximal du tissu de réserve, qui s'effectue en même 

temps que la reprise de la gamétogenèse (stade 1), est plus long pour le suivi 2000-2001 

(décembre à mai) que pour le suivi 1996-1997 (décembre à février). En conséquence, la 

déstructuration du tissu de réserve (stade C) débute plus tardivement en 2001 et se déroule de 

mai à début juillet, parallèlement au développement des tubules gonadiques (stade II) . 

L'activité de reproduction saisonnière de C. gigas entraîne donc des fluctuations 

marquées du tissu de réserve. Ainsi, la proportion de cellules vésiculeuses constituant le tissu 

de réserve au niveau de la gonade varie largement selon le stade d'avancement de la 

gamétogenèse. En hiver, le tissu de réserve en restructuration envahit la gonade, ce qui se 

traduit par une forte proportion de cellules vésiculeuses par rapport aux cellules sexuelles 

dans les suspensions de cellules dissociées de gonade. Au cours de cette période, pour 

mesurer l'effet biologique de l'IGF-l rh sur le métabolisme des cellules sexuelles, il est donc 

important d'éliminer les cellules de réserve. Cette séparation est réalisée par une 

centrifugation supplémentaire qui fait éclater les cellules de réserve dans les préparations de 

cellules dissociées et permet ainsi d'associer l'effet biologique potentiel de l'IGF-l rh aux 
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cellules sexuelles seules. Par ailleurs, en période estivale, le développement des gamètes rend 

la centrifugation délicate (fragilité des ovocytes). Le dénombrement des cellules est alors 

difficile (nombreux spermatozoïdes mobiles) et de ce fait, le suivi du niveau de base des 

métabolismes étudiés ne peut pas être réalisé. Le suivi histologique de l'évolution du tissu 

gonadique au cours du cycle de reproduction est alors indispensable pour corréler les effets 

biologiques obtenus avec les stades de la gamétogenèse. 

Réponses physiologiques des cellules de la gonade à l'IGF-I rh. 

Effet de l 'IGF-l rh sur la prolifération cellulaire. 

L'activité de prolifération cellulaire, c'est-à-dire de synthèse d'ADN mesurée 

par incorporation de thymidine tritiée dans l'ADN néosynthétisé, des cellules de la gonade a 

été suivie à différentes périodes de cycle de reproduction et pour une large gamme de 

concentrations en IGF-l rh s'étalant de 10-13 à 10-7 M. Le profil annuel d'incorporation de 

thymidine tritiée en présence d' IGF -1 rh (10-7 M) indique une activation de la synthèse 

d'ADN au cours des mois de novembre, décembre et janvier, avec un maximum d'activation 

de 33% en janvier. A cette période, les cellules du tissu germinal sont en phase d'initiation 

des mitoses goniales (stades 011). Mais en hiver, la gonade, qui est un tissu mixte composé de 

tubules gonadiques et de tissu de réserve (cellules vésiculeuses), contient une forte proportion 

de cellules de réserve (stades AIB). L'effet activateur des mitoses peut alors s'exercer soit sur 

les cellules de réserve soit sur les cellules germinales. Pour préciser cet effet, l'étape 

supplémentaire de centrifugation a alors été réalisée pour la période hivernale allant de 

novembre à janvier, et qui correspond la fin de la restructuration du tissu de réserve et à son 

développement maximal. Les résultats de ce suivi hivernal indiquent à nouveau un effet 

activateur de l'lGF-1 rh sur la synthèse d'ADN pour les mois de novembre, décembre et 

janvier. Toutefois, cet effet activateur de l'lGF-1 rh sur la synthèse d'ADN est plus important 

pour les cellules sexuelles que pour la gonade dans son ensemble, atteignant pour 10-7 M 

d'IGF-l rh un maximum de 113% en novembre (13% pour le tissu gonadique) et de 46% en 

décembre (18% pour le tissu gonadique) . En janvier, après centrifugation, l'activation n'est 

pas statistiquement plus élevée pour les cellules sexuelles isolées (19,5%) que pour 

l'ensemble des cellules du tissu gonadique (33%). Ceci s'explique probablement par le fait 

qu'en janvier la proportion de cellules de réserve est négligeable. 
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L'IGF-1 rh semble donc jouer un rôle dans la prolifération des cellules 

germinales ou gonies pendant la phase de multiplication intense par mitoses successives 

(stade 1). Cela est par ailleurs confirmé par le fait qu'aucun effet mitotique de l'IGF-1 rh n'est 

observé pour les cellules vésiculeuses au mois de septembre, alors que le tissu de réserve 

initie sa restructuration (stade A) probablement par des mitoses. 

Cette activation des multiplications cellulaires par ]' IGF -1 rh (10-7 M), plus 

importante en novembre qu'en décembre et janvier, pourrait refléter l'existence d'une 

régulation saisonnière de l'effet biologique de l'IGF-1 rh . Chez la truite Sa/ma trutta, le 

même type de variation saisonnière est observé. Maestro et collaborateurs (1999) attribuent 

cette régulation de l'effet biologique de l'IGF-1 rh (et plus généralement de toutes les 

molécules de la famille des insulineslIGFs) à une variation du nombre de récepteurs présents 

à la surface des cellules cibles. Chez l'huître, au mois de janvier, toute la gamme de 

concentrations d'IGF-1 rh est active sur la multiplication des cellules sexuelles, traduisant 

probablement ainsi une expression plus importante des récepteurs liant l'IGF-1 rh à la surface 

des cellules germinales. En effet, à cette période, tous les animaux sont au stade 1 de mitoses 

goniales. Par contre, en période de repos sexuel (novembre et décembre), peu favorable aux 

multiplications cellulaires, seule une forte concentration d'IGF-1 rh (10-7 M), à la limite des 

doses physiologiques décrites dans la littérature, induit un effet activateur important sur la 

multiplication cellulaire des gonies. Cette forte concentration active peut être associée à 

plusieurs éléments : 

- En premier lieu, les expériences sont réalisées avec une molécule 

hétérologue. On peut alors s'interroger sur la spécificité et l'affinité de ces molécules, 

phylogénétiquement éloignées de la molécule endogène, pour les récepteurs impliqués dans la 

réponse physiologique. Chez l'amphioxus, les molécules hétérologues activent le récepteur 

unique à une forte concentration (de l'ordre de 10-5 M) du fait de la concentration 

physiologique élevée (10-7 M) de la molécule endogène apparentée à l'insuline (ILP) 

(Pashmforoush et al., 1996). Toutefois, il convient de nuancer ce propos. En effet, chez les 

poissons, l'IGF-1 rh est hautement actif sur la prolifération des cellules de gonade de truite 

(Loir et Le Gac, 1994) et de roussette (Dubois et Callard, 1993), et présente une efficacité 

biologique proche de celle de l'IGF-1 recombinant de saumon (Moriyama et al., 1993). De 

plus, chez les Invertébrés, les molécules apparentées à l'insuline, notamment la substance 

extraite de Drosaphila me/anagaster (Le Roith et al., 1981), peuvent avoir des effets 

biologiques et une structure moléculaire plus proches de l'insuline de mammifères que ne 
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peuvent aVOIr les insulines d'organismes phylogénétiquement plus proches tels que les 

poissons et les oiseaux. 

- La seconde explication possible fait intervenir le type de récepteur mis en jeu. 

Jusqu'à présent, chez les Invertébrés, un récepteur unique, capable de lier plusieurs molécules 

ligands, a été identifié chez Lymnaea stagnalis (Roovers et al., 1995), Drosophila 

melanogaster (Petruzzelli et al., 1986; Fernandez-Almonacid et Rosen, 1987 ; Ruan et al., 

1995), ou bien encore Caenorhabditis elegans (Kimura et al., 1997). Dans notre étude, 

l'IGF-1 rh pourrait donc en fait non pas se lier à un récepteur de type IGF-1 mais plutôt à un 

récepteur unique de type insuline, ce qui expliquerait qu'une concentration élevée d'IGF-1 rh 

soit nécessaire pour induire un effet mitotique du fait d'une plus faible spécificité et affinité 

du récepteur à l'insuline pour l'IGF-1 que pour l'insuline. 

- Par ailleurs, l'existence de plusieurs ligands, déjà démontrée chez quelques 

Invertébrés dont Lymnaea stagnalis (Smit et al., 1998, pour revue), Caenorhabditis elegans 

(Grégoire et al., 1998 ; Duret et al., 1998 ; Kawano et al., 2000), ou Bombyx mori (Nagasawa 

et al., 1986; Kawakami et al., 1989; Adashi et al., 1989 ; Iwami et al., 1990; Yoshida et al., 

1998), pouvant se lier à un récepteur unique, conduit probablement à des affinités différentes 

du récepteur vis-à-vis de ces divers ligands. 

- Une autre hypothèse permettant d'expliquer l'effet d'une forte dose 

d'IGF-1 rh sur l'activité de prolifération des gonies pourrait être que l'IGF-1 rh exerce une 

action de type paracrine/autocrine. Chez les poissons, une concentration de 10-6 M d'IGF-1 rh 

pourrait correspondre à un niveau d'action de type paracrine/autocrine, alors que Jes taux 

circulants sont de J'ordre de 10-9/10-8 M (Niu et al., 1993; Moriyama et al., 1997). Chez de 

nombreuses espèces, de forts taux d'ARNm d'IGF-1 (Loir et Le Gac, 1994, 1996; Perrot 

et al., 2000) ou d'IGF-2 (Perrot et Funkenstein, 1999) ainsi que des ARNm de récepteurs à 

1'IGF-1 (Le Gac et al., 1996; Perrot et al., 2000) s'expriment dans les spermatogonies et les 

cellules de Sertoli. Les molécules d'IGFs agissent donc comme des régulateurs 

autocrine/paracrine potentiels au niveau de la gonade mâle et peuvent agir directement sur les 

cellules germinales et/ou somatiques afin de stimuler leur prolifération. 

Chez les Invertébrés, peu de données existent quant à l'implication de 

molécules de type insulines/IGFs dans les processus de la reproduction. Les transcrits des 

MIPs ont été localisés au niveau du système nerveux central de Lymnaea stagnalis (Smit 

et al., 1998, pour revue), et une immunoréactivité aux anticorps anti-MIPB et anti-MIPC chez 

Planorbarius corne us (Sonetti et al., 1992) et à l'anticorps anti-bombyxine-I chez Locusta 
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migratoria (Zachary et al., 1988) est détectée au niveau des cellules neuroendocrines de leur 

système nerveux central. Par ailleurs, Gomot (1993) suggère qu'une partie du cerveau du 

mâle Helix aspersa est impliquée dans le contrôle de la spermatogenèse par la stimulation de 

l'incorporation de thymidine tritiée dans les cellules germinales, et qu'une autre partie du 

cerveau, dont les cellules sont connectées aux cellules des corps dorsaux, inhibe plutôt cette 

synthèse d'ADN. 

Chez les Mollusques bivalves, quelques travaux préliminaires suggèrent une 

régulation des processus de reproduction par des molécules de type endocrine. Dans un 

premier temps, chez Mytilus edulis, il a été montré que seules les jeunes cellules germinales 

(ovogonies et spermatogonies) incorporent de la thymidine (Mathieu, 1987). Puis, dans un 

deuxième temps, chez C. gigas, Pazos et Mathieu (1999) ont montré que cette incorporation 

de thymidine par les cellules germinales peut être régulée par le GnRH, peptide régulateur de 

la reproduction connu chez les Vertébrés et identifié chez quelques Invertébrés comme 

Lymnaea stagnalis et Helisoma trivalvis (Young et al., 1999) ou Drasaphila melanagaster 

(Hauser et al., 1998). Toutefois, à l'heure actuelle, l'effet de l'IGF-l sur la synthèse d'ADN 

n'a pas encore été étudié, contrairement à l'effet de l'insuline sur la multiplication des cellules 

de gonade chez Helix aspersa (Monnier et Bride, 1995). Les doses actives sont alors de 

l'ordre de 10-8_10-9 M pour les cellules germinales d'animaux adultes, avec une activation de 

69% de la synthèse d'ADN. De plus, chez Helix aspersa (Monnier et Bride, 1995) et C. gigas 

(Pazos, communication personnelles), la réponse physiologique présente des variations 

saisonnières probablement liées à la réceptivité des cellules selon le stade de développement 

de la gonade. D'ailleurs, l'effet du GnRH est certainement généré via un récepteur au GnRH, 

identifié chez Pecten maximus à partir d'expériences de radiorécepteurs (Pazos, 

communication personnelle) et en cours de caractérisation au laboratoire chez C. gigas, dont 

le niveau d'expression pourrait conditionner le taux de réponse biologique. 

Effet de l 'IGF-l rh sur les synthèses de protéines des cellules germinales. 

L'effet biologique de l'IGF-l rh sur la synthèse de protéines des cellules de la 

lignée germinale, mesurée par l'incorporation de e4C]-acides aminés, a été suivi à différentes 

périodes du cycle de reproduction. La gamme de concentration d'IGF-l rh testée est comprise 

entre 10-13 à 10-7 M. Le profil annuel de l'incorporation d'acides aminés par les cellules de la 

gonade sous l'effet de \'IGF-l rh (10-12 M) indique une activation des synthèses de protéines 
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pour la période allant de février à juillet, avec un maximum d'activation de 32% en juillet. 

D'après le suivi histologique, ces synthèses de protéines pourraient être associées aux 

périodes de mitoses goniales et de croissance des gamètes. Or, à cette période, le tissu de 

réserve est très développé au sein de la gonade (stade B). Une étape supplémentaire de 

centrifugation a donc été réalisée afin de vérifier que l'activation des synthèses de protéines 

concerne bien les cellules germinales. 

En février, l'effet biologique de l'IGF-I rh est porté sur les cellules sexuelles 

isolées, lesquelles incorporent d'ailleurs naturellement plus d'acides aminés (sans effet 

d'IGF-I rh), avec une activation des synthèses de protéines qui atteint 20% pour une 

concentration d'IGF-I rh de 10-12 M. Cette activation pourrait être associée aux synthèses de 

protéines impliquées dans la restructuration des tubules gonadiques. Au mois d'avril, 

l'activation par l'IGF-l rh des synthèses de protéines par les cellules sexuelles isolées est 

beaucoup plus importante, avec une gamme de concentrations actives d'IGF-1 rh plus large, 

de 10-13 à 10-9 M, et une activation maximale de 41 % à 10-13 M. A cette date, le tissu de 

réserve est en cours de régression (stade C) alors que le volume du tissu germinal augmente, 

du fait, chez les femelles, de l'entrée des ovocytes en vitellogenèse (stade II). L'activation des 

synthèses de protéines s'amplifie ensuite pour une large gamme de concentration d'IGF-l rh, 

au cours des mois de mai, juin et juillet, c'est-à-dire tout au long de la vitellogenèse, jusqu'à 

ce que les ovocytes parviennent à maturité. Or, au cours de cette période, les travaux de 

Heude-Berthelin (2000) ont montré que le développement intense des cellules germinales est 

associé à un taux important de protéines dans la gonade (Annexe 1). Cette élévation du 

contenu en protéines pourrait correspondre à une mise en réserve de protéines dans le 

cytoplasme ovocytaire chez les individus femelles mais aussi de façon plus générale à la mise 

en place des tubules gonadiques. 

Ainsi, il est donc probable que les synthèses de protéines, importantes au cours 

de la vitellogenèse, soient strictement régulées, et nos travaux montrent que les molécules de 

type insuline/IGF participent à cette régulation, puisque l'IGF-1 rh exerce sur ces synthèses 

un effet activateur de plus en plus prononcé d'avril à juillet (stade II). Par ailleurs, l'effet 

biologique de l'IGF-I rh est obtenu pour de faibles concentrations indiquant une bonne 

réceptivité des cellules germinales à l'IGF-l rh, lors de leur période de maturation. 

Cet effet potentiel de l'IGF-l rh sur les synthèses de protéines associées à la 

vitellogenèse des cellules sexuelles est d'autant plus probable que l'existence et l'implication 

de molécules de type insuline/IGF ont déjà été décrites chez d'autres espèces. 
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Chez les Vertébrés, l'effet de l'IGF-l sur la vitellogenèse est relativement bien 

décrit. Chez l'amphibien Xenopus laevis, des récepteurs à l'insuline et à l'IGF-l ont été 

localisés au niveau des ovocytes (Scavo et al., 1991), et il a été démontré que l'insuline et 

l'IGF-l stimulent la maturation des ovocytes qui s'accompagne de la synthèse de protéines et 

d'ARN, et de transport de glucose (Sadler et Mailer, 1987; Miller, 1988, 1989 ; Janicot et 

Lane, 1989). De plus, de faibles concentrations d'IGF-l ou de fortes concentrations 

d'insuline, du fait de la prédominance des récepteurs à l'IGF-l au niveau des ovocytes, 

induisent la ré-initiation du cycle méiotique des ovocytes arrêtés au stade G2, et par 

conséquence l'entrée des ovocytes en maturation (Hainaut et al., 1991). De même, chez les 

poissons, la forte expression des IGFs au cours de la folliculogenèse suggère un rôle de ces 

facteurs de croissance dans la maturation des ovocytes. Les IGFs, et dans une moindre mesure 

l'insuline, régulent la croissance des cellules folliculaires qui entourent l'ovocyte (Srivastava 

et van der Kraak, 1994), et également la vitellogenèse par stimulation de l'incorporation de 

viteUogénine au niveau des cellules folliculaires (Tyler et al., 1987). Enfin, au cours du stade 

pré-ovulatoire, ces facteurs stimulent la stéroïdogenèse, qui conduit à la maturation finale des 

ovocytes notanunent grâce à la synthèse par les cellules de la granulosa du stéroïde 17a, 20~

dihydroxy- 4- pregnen- 3- one qui induit la rupture de la vésicule germinative. Ces molécules 

ont une action de type paracrine/autocrine au cours de la vitellogenèse, du fait de l' expression 

d'ARNm de ligands et de récepteurs dans l'ovaire lui-même, mais aussi de type endocrine 

notanunent en période pré-ovulatoire (Maestro et al., 1999; Moriyama et al., 1997). L ' action 

des IGFs est régulée au cours de la vitellogenèse principalement par le nombre de récepteurs 

présents à la surface des cellules folliculaires (cellules de la granulosa ou de la thèque). Au 

cours de la vitellogenèse, le nombre de récepteurs diminue proportionnellement à la 

maturation folliculaire, puis augmente à nouveau au stade pré-ovulatoire sous l'action d ' 1 GF s 

circulants (Kagawa et al., 1994, 1995 ; Maestro et al., 1997). 

Chez les Invertébrés, les molécules de la fanùlle des insulines /IGFs semblent 

également participer au processus de vitellogenèse. 

Chez les Insectes, la présence de molécules apparentées à l'insuline a été démontrée au 

niveau de cellules neurosécrétrices de la femelle de la tique Ornithodoros parkeri pendant la 

pré-vitellogenèse (Zhu et Oliver, 1991). De même, chez la femelle du criquet migrateur 

Locusta migratoria, une substance inununoréactive à l'anticorps dirigé contre la bombyxine-I 

a été identifiée au niveau du complexe cerveau/corpora cardiaca des femelles en cours de 

maturation ovarienne (Zachary et al., 1988). Ces données suggèrent donc, que chez les 
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Invertébrés, des molécules de type insuline/IGF synthétisées au niveau du système nerveux 

central seraient associées par voie endocrine aux processus de vitellogenèse D'ailleurs, la 

bombyxine a également été détectée dans l'hémolymphe des femelles du ver à soie Bombyx 

mori (Saegusa et al., 1992). Cependant, là encore, une action de type paracrine/autocrine de 

ces molécules n'est pas à exclure. En effet, la bombyxine, purifiée à partir du cerveau du ver à 

soie Bombyx mori (Nagasawa et al., 1986) et qui appartient à la famille des insulines/IGFs 

(Jhoti et al., 1987), est également produite dans les ovaires d'insectes (Fugo et al., 1987), au 

niveau desquels des récepteurs à la bombyxine ont également été identifiés (Tanaka et al., 

1995 ; Ful1bright et al., 1997). La bombyxine semble donc être également impliquée dans les 

mécanismes de contrôle autocrine de la reproduction, et notamment dans les processus de 

développement ovarien (Kappler et al., 1986; Orikasa et al., 1993). D'ailleurs, chez le 

moustique Aedes aegypti, Graf et ses collaborateurs (1997) ont montré que l'insuline bovine 

agit sur les ovaires en stimulant la production d' ecdystéroïdes et la synthèse de protéines 

ovariennes. Cet effet biologique résulte probablement de l'interaction de l'insuline avec le 

récepteur de type insuline identifié dans les cellules nourricières et dans les cellules 

folliculaires qui entourent les ovocytes et qui sont la source principale d'ecdystéroïdes chez 

les femelles de Aedes aegypti et Locusta migratoria (Graf et al., 1997; Helbling et Graf, 

1998 ; Kappler et al. , 1986). L'ecdysone produite aurait pour fonctions, l'induction de la 

sécrétion de protéines de la membrane vitelline par les cellules folliculaires (Lin et al., 1993), 

Je maintien de la synthèse de vitellogénine, ainsi qu'un rôle dans la maturation ovarienne avec 

la séparation des follicules de l'ovocyte mature (Beckemeyer et Lea, 1980), 

Chez les Mollusques, l'approche développée chez l'huître C. gigas constitue 

donc la première démonstration de l'implication de molécules de la famille de l'insuline/IGF 

dans le processus de vitellogenèse des cellules germinales. 

En conclusion, nos travaux montrent que l'/GF-l rh exerce sur les cellules de 

la lignée germinale deux types d'effets biologiques complémentaires au niveau du cycle de 

reproduction.' un effet sur la multiplication des cellules goniales et un effet sur la croissance 

et la maturation des gamètes notamment des ovocytes. De plus, l'/GF-l rh exerce ces effets 

sur les cellules sexuelles de façon saisonnière ce qui traduit probablement une expression 

différentielle des récepteurs de type insuline//GF au cours des processus de reproduction 

chez C. gigas. 
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Réponses physiologiques des ceLLules du bord du manteau à l'IGF-I rh. 

Suivi des niveaux de base des synthèses de protéines et d'ADN. 

Les incorporations d'acides aminés ou de thymidine permettent d 'évaluer les 

niveaux de base de la synthèse de protéines ou de la multiplication des cellules du bord du 

manteau. Ces incorporations ont été suivies au cours du cycle biologique de C. gigas. La 

synthèse de protéines présente deux périodes de plus forte activité, l'une au mois d'avril et la 

seconde en période estivale Quin à septembre) . L'activité de prolifération des cellules 

augmente également au cours de ces mêmes périodes. On peut cependant signaler qu'en avril, 

l'augmentation des multiplications cellulaires est plus marquée que l'augmentation des 

synthèses de protéines, alors qu'en période estivale, l'augmentation du métabolisme protéique 

est plus marquée que celle des multiplications cellulaires. Ces données ont été comparées au 

profil annuel de croissance pondérale journalière de la coquille (Annexe 2) réalisé à partir 

d'huîtres creuses de la côte normande (Dubois et Costil, communication personnelle) . Il 

apparaît que la période estivale Quin à septembre) pour laquelle la synthèse de protéines est 

plus prononcée coïncide avec la période de plus forte croissance pondérale journalière de 

coquille. On peut donc supposer que l'activité de synthèse de protéines des cellules du bord 

du manteau est étroitement associée au mécanisme de formation de la coquille . La forte 

prolifération de cellules obtenue en avril correspond probablement, quant à elle, à la période 

de croissance somatique des cellules du bord du manteau, laquelle s'accompagne d'une 

activité de synthèse de protéines plus faible, dont certainement des protéines de structure pour 

les cellules en division. Cette hypothèse est par ailleurs étayée par les travaux de Walne et 

Mann (1975) sur des huîtres creuses C. gigas provenant des côtes du nord de la Grande

Bretagne. Ces huîtres se caractérisent par une croissance de chair (somatique) faible d'octobre 

à mars, puis très importante en avril, avant de décliner à partir de mai-juin, en relation avec la 

maturation de la gonade et la formation de la coquille de juin à septembre. La croissance de 

chair et la reproduction semblent donc être deux processus antagonistes, ce qui se traduit par 

un détournement des métabolites de la croissance au profit de la production de gamètes, 

comme cela a été décrit chez la limnée Lymnaea stagnalis (Geraerts, 1976 a et b). 

Les cellules du bord du manteau participent donc à deux processus 

physiologiques indispensables à la croissance de l'huître, la croissance des tissus mous par 

une activité de prolifération cellulaire en avril, et la croissance de la coquille par une forte 

production de protéines en période estivale de pousse coquillière. 
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Effet de l'IGF-J rh sur les synthèses de protéines des cellules du bord du 

manteau. 

L'effet biologique de l'IGF-l rh sur le métabolisme protéique des cellules du 

bord du manteau a fait l'objet d'un suivi au cours du cycle biologique pour une gamme de 

concentration allant de 10-13 à 10-7 M. 

Il est apparu que l 'IGF-l rh exerce un effet activateur à 10-11 M sur la synthèse 

de protéines au cours du mois de septembre (activation de 47%), et au cours des mois de 

janvier (13%), mars (57,5%) et avril (14%). En septembre, l'activation est en fait obtenue 

pour une large gamme de concentration avec une activation maximale de 56% pour 10-10 M 

d'IGF-l rh. A cette date, le taux de croissance de la coquille est maximal. En janvier, 

l'activation reste faible quelle que soit la concentration en IGF-l rh, alors que pour les mois 

de mars et avril, l'activation est plus importante, respectivement 57,5% et 51%, pour des 

concentrations allant de 10-12 à 10-10 Toutefois, au mois d'avril, la synthèse de protéines est 

accompagnée d'une importante multiplication des cellules, et semble de ce fait plutôt être 

associée aux processus de croissance de la chair. 

Chez C. gigas, l' IGF -1 rh semble ainsi stimuler les synthèses de protéines dans 

les cellules du bord du manteau en relation avec les processus de croissance de la chair (avril) 

et de formation de la coquille (septembre). Ces résultats sont par ailleurs en accord avec des 

travaux précédemment menés sur d'autres espèces d'Invertébrés. 

Chez les Mollusques, les molécules de type insuline/IGF stimulent la 

crOIssance de nombreux types cellulaires (croissance des tissus mous). En effet, chez la 

coquille Saint-Jacques Pecten maximus, l'IGF-l humain stimule l'incorporation de leucine 

tritiée dans les protéines synthétisées par les cellules du bord du manteau et de la glande 

digestive participant ainsi aux mécanismes de croissance et de régenération de ces tissus 

(Giard et al., 1998). L'effet d'insuline de Vertébrés sur l'activation de la synthèse de protéines 

de cellules du bord du manteau a également été rapporté chez Helisoma duryi (Sevala et al., 

1993) et Pecten maximus (Giard et al., 1998). Le métabolisme protéique d'autres types 

cellulaires tels que les hémocytes de l'ormeau Haliotis tuberculata est également activé par 

les molécules de la famille des insulineslIGFs (Lebel et al., 1996). 

Par ailleurs, chez Lymnaea stagnalis (van Minnen et Schallig, 1990), 

Planorbarius corne us (Sonetti et al., 1992) et Helix aspersa (Go mot et al., 1992), des 
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molécules de type insuline/IGF ont été mises en évidence par immunocytologie au niveau de 

cellules neurosécrétrices impliquées entre autre dans la croissance. Chez la limnée, ces 

molécules participeraient à la croissance des neurites donc au développement du système 

nerveux central (Kits et al., 1990). Chez la drosophile Drosophila melanogaster (Chen et al., 

1996) et le nématode Caenorhabditis elegans (Grégoire et al., 1998 ; Kawano et al., 2000), 

ces substances seraient également impliquées dans le développement embryonnaire, larvaire, 

et de l'adulte, et notamment chez la drosophile dans la mise en place et le développement du 

système nerveux central (Pimentel et al., 1996). 

Chez les Mollusques, les molécules de type insulinelIGF interviennent 

également dans le processus de la formation de la coquille. En effet, chez la limnée Lymnaea 

stagnalis, Saleuddin et collaborateurs (1992) ont mis en évidence une stimulation de la 

croissance de la coquille par l'insuline porcine, et la stimulation par l'insuline porcine et 

l'IGF-2 de l'incorporation d'une grande quantité d'acides aminés dans le manteau pour des 

escargots à faible croissance (Saleuddin et al., 1984). Les mécanismes de croissance de la 

coquille et la présence de molécules apparentées aux insulineslIGFs dans ces processus ont 

également été étudiés chez l'escargot Helisoma dur yi (Kunigelis et Saleuddin, 1985; 

Saleuddin et al., 1992; Sevala et al., 1993). Les ganglions cérébroïdes d ' un escargot à 

croissance rapide stimulent le taux de dépôt de la coquille d'escargots à croissance lente 

(Kunigelis et Saleuddin, 1985). Les cellules neurosécrétrices (MDCs) localisées au niveau de 

ces ganglions semblent d'ailleurs être impliquées dans les processus de réparation de la 

coquille, puisque la quantité de neurosécrétions fluctue en réponse aux dommages de la 

coquille (Dillaman et al., 1976). Or les MDCs sont des homologues des LGCs de Lymnaea 

stagnalis qui produisent des molécules de type insuline/IGF (Saleuddin et al., 1992). Une 

immunoréactivité à l'anticorps anti-insuline porcine a d'ailleurs été détectée au niveau des 

MDCs (Saleuddin et al., 1992). De plus, l'hémolymphe d'Helisoma duryi contient des 

peptides apparentés à l'insuline et leur taux varie pendant la période de régénération ou de 

croissance de la coquille (Sevala et al., 1993). Ces données suggèrent que des molécules de 

type insulinelIGF participent à la croissance et/ou à la régénération de la coquille d'Helisoma 

duryi. Elles agissent probablement au niveau des cellules périostracales et de l'épithélium 

externe du bord du manteau (Figure II.15), de façon à assurer la formation du périostracum et 

des composants protéiques de la coquille (Dogterom et Jentjens, 1980), ainsi que le maintien 

d'une forte concentration de protéine de liaison du calcium indispensable au transport du 

calcium de la cavité palléale vers le bord du manteau (Dogterom et Doderer, 1981) . 
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Effet de l 'IGF-l rh sur la prolifération des cellules du bord du manteau. 

Toutefois, si les résultats obtenus sur les cellules du bord du manteau de 

C. gigas montrent un effet activateur de l'IGF-} rh sur les synthèses de protéines en période 

de croissance somatique, aucune activation significative de la multiplication des cellules du 

bord du manteau n'a été observée pour des concentrations d'IGF-} rh allant de 10-13 M à 

10-8 M. Seule la concentration d'IGF-l rh de 10-7 M, permet d'obtenir quelques très faibles 

activations . 

En juillet et en septembre, alors que le niveau de base de la synthèse d'ADN 

reste relativement important, une activation de l'ordre de 7 à 9,5% est observée. La 

multiplication de cellules à cette période pourrait refléter une activité de croissance somatique 

parallèle à la croissance de la coquille. 

Une autre période d'activation de la prolifération des cellules du bord du 

manteau est obtenue au cours du mois de décembre (30%). 

Ces résultats, significatifs pour le mois de décembre, ne permettent donc pas 

d'affirmer l'implication des molécules de la famille de l'IGF-I dans le processus de 

prolifération cellulaire associé à la croissance (hyperplasie). 

Dans la littérature, peu d'études rapportent un effet de molécules de type 

insulinelIGF sur les multiplications de cellules somatiques. Chez les Mollusques, seuls les 

travaux de Plisetskaya et Deyrup-Olsen (I987) sur la limace Prophysaon foliatum relatent le 

rôle de ces substances dans le processus de régénération de la queue. 

En conclusion, l'étude de l'effet de l'IGF-l rh sur les cellules du bord du 

manteau montre une nette implication des molécules de la famille des insulines/IGFs sur les 

synthèses de protéines associées à la période de forte croissance de la chair, ainsi qu'au 

cours de la période de formation de la coquille. 

La mise en évidence d'un effet de l'IGF-} rh sur les métabolismes associés aux 

processus de reproduction et de croissance, suggère donc l'existence de récepteurs capables 

de lier les molécules de cette famille chez l'huître C. gigas. De plus, la saisonnalité de ces 

effets biologiques pourrait refléter des variations du nombre de récepteurs exprimés à la 
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surface membranaire des cellules cibles, ainsi que des différences de spécificité et d'affinité 

entre récepteur(s) et ligand(s). 

A l'heure actuelle, aucun ligand homologue n'a pu être identifié chez C. gigas, 

du fait de difficultés liées d'une part à son anatomie (présence d'une coquille fermée et 

difficultés à identifier et à prélever les centres nerveux) et d'autre part à la faible conservation 

de séquences chez les Invertébrés qui limite les possibilités de réaliser des sondes 

moléculaires. Aussi, pour confirmer l'existence et l'effet de molécules de la famille des 

insulineslIGFs chez l'huître, une alternative a consisté à identifier des récepteurs aux 

molécules de cette famille par la technique du déplacement de la liaison de l'IGF-l rh au 

niveau des types cellulaires pour lesquels un effet biologique in vitro de l'IGF-l rh a été 

obtenu. 

Mise en évidence d'un récepteur liant ['IGF-l rh. 

La rruse au point des conditions d'expérimentation a été effectuée à partir de 

membranes d'animaux entiers de façon à obtenir une liaison suffisamment élevée facilitant 

l'étude du déplacement de la liaison. Ce déplacement se déroule au cours d'une incubation de 

4 heures effectuée à 4°C. Cette basse température permet de limiter la dégradation de 

l'IGF-l rh ainsi que la régulation rétroactive (tldown-regulation") des récepteurs due à la 

dégradation ou à l'internalisation du récepteur après la liaison du ligand, et entraîne de ce fait 

une formation limitée de liaison non spécifique. Le temps d'incubation de 4 heures permet 

d'obtenir un maximum de liaison spécifique sans dégradation du récepteur et du ligand . Des 

conditions d'expérimentation similaires sont par ailleurs retrouvées pour l'étude de récepteurs 

à l'insuline chez le saumon (Gutiérrez et Plisetskaya, 1991) et de récepteurs à l'insuline chez 

la tortue (Turyn et al., 1986). 

Des récepteurs capables de lier l'IGF-l rh ont ensuite été recherchés au niveau de 

membranes plasmiques de cellules du bord du manteau et de gonade, ainsi qu'au niveau de 

membranes de cellules de palpes labiaux, pour lesquelles des effets de type insuline sur le 

métabolisme glucidique et notamment au niveau du transport du glucose dans la cellule ont 

été démontrés (Laisney, 2000). Un déplacement de la liaison de l'IGF -1 rh a été obtenu à 

partir de ces différents tissus. Les membranes des bords de manteau, de gonade et de palpes 

labiaux, présentent un taux de liaison spécifique similaire, respectivement 29%, 25% et 25%. 
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Une liaison spécifique du même ordre est retrouvée pour les récepteurs à l'IGF-l dans les 

muscles de tortue (21%) (Parrizas et al., 1995a), du cerveau de carpe (32%) (Leibush et al., 

1996b) et du tissu adipeux de truite (22,3%) (Planas et al., 2000) . Chez les Vertébrés 

inférieurs jusqu'aux amphibiens et les Invertébrés, le taux de liaison spécifique est 

généralement moins important pour l'insuline (autour de 10%) que pour l'IGF-l (autour de 

20%)(Hainautetal., 1991 ; Janicotetal., 1991 ; Gutièrrezetal., 1993 ; Parrizas et al., 1995a 

et b ; Banos et al., 1997 ; Maestro et al., 1997 ; Planas et al., 2000). 

Par ailleurs, la liaison spécifique de l'IGF-l rh au niveau des membranes d'animaux 

entiers (40%) est plus importante que celles obtenues sur les préparations de membranes d'un 

organe isolé (25 à 29%). Cela peut être le reflet de variations saisonnières de la liaison 

spécifique au niveau des différentes préparations de membranes. En effet, la liaison spécifique 

des membranes d'animaux entiers a été obtenue au mois d'avril, période de vitellogenèse des 

cellules germinales et de croissance de la chair, ce qui se traduit probablement par une forte 

expression de récepteurs de type insuline/IGF-l. Les liaisons spécifiques ont été mesurées en 

janvier pour les membranes de bords de manteau et en octobre pour la gonade. Or, ces dates 

ne correspondent pas à des périodes de croissance somatique ou de gamétogenèse 

importantes. Quant à la liaison spécifique des palpes labiaux, celle-ci a été obtenue au mois de 

mars lorsque l'effet des molécules de type insuline/IGF diminue au niveau du tissu de réserve 

(Laisney, communication personnelle). Les expériences de déplacement de liaison de 

l'IGF-l rh ne semblent donc pas avoir été réalisées pour les périodes où l'expression des 

récepteurs liant l'IGF-l rh est la plus importante. Afin d'affiner cette première approche, il 

serait nécessaire de comparer les pourcentages de liaison spécifique sur animaux entiers ou 

sur organes isolés à partir d'un même lot d'animaux prélevés à la même date. Il conviendrait 

donc de reprendre ces expériences au cours d' un suivi saisonnier de la liaison spécifique de 

l'IGF-l rh de façon à corréler le niveau de l'expression des récepteurs aux effets biologiques 

de l' I GF -1 rh observés sur ces différents tissus. 

Néanmoins, les caractéristiques de la liaison de l'IGF-l rh ont été précisées à partir de 

membranes d'animaux entiers pour lesquelles les plus fortes liaisons totale et spécifique ont 

été obtenues. Bien que le nombre de données mesurées soit insuffisant pour obtenir un tracé 

précis de la liaison, une représentation de Scatchard a tout de même été réalisée. D'après cette 

représentation, la liaison de l'IGF-l rh se traduirait par une courbe décomposable en deux 

parties linéaires. Cette situation met en évidence l'existence de deux sites de liaison différents 

qui peuvent soit être portés par des récepteurs différents, soit être associés à un seul type de 
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récepteur capable de lier des ligands différents avec des affinités différentes. Chez les 

Vertébrés deux principaux types de récepteurs aux molécules de la famille des insulines/IGFs 

existent: le récepteur à l'insuline et le récepteur à l'IGF-l. Ces deux récepteurs peuvent lier 

les deux ligands mais présentent des affinités différentes selon qu'ils lient de l'insuline ou de 

l'IGF-l. 

Chez les Invertébrés, la situation semble totalement différente puisque, chez toutes les 

espèces où les récepteurs ont été étudiés, un seul récepteur a été identifié, que ce soit chez les 

mollusques gastéropodes Lymnaea stagnalis (Roovers et al., 1995) et Biomphalaria glabrata 

(Lard ans et al., 2001), chez les insectes Drosophila melanogaster (Fernandez-Almonacid et 

Rosen, 1987) et Bombyx mori (Lindstrom-Dinnetz et Iatrou, 1999), ou chez le nématode 

Caenorhabditis efegans (Ki mura et al., 1997). Or, chez Lymnaea stagnalis CMIPs), Bombyx 

mori (bombyxines) et Caenorhabditis elegans (ILPs), plusieurs molécules ligands ont été 

caractérisées ou purifiées. Par conséquent, le récepteur unique identifié chez ces espèces doit 

pouvoir lier ces différents ligands, qui peuvent être très divergents comme c'est le cas pour les 

MlPs. Le récepteur des Invertébrés pourrait donc présenter plusieurs sites de liaison avec 

probablement également des affinités différentes pour les ligands. 

Chez C. gigas, l'existence sur un récepteur probablement uruque, comme chez les 

autres Invertébrés, de deux sites de liaison d'affinités différentes, l'un de forte affinité et de 

faible capacité (Kd = 0,01 nM et Bmax = 246 fmol.mg- I de protéines) et l'autre de moins forte 

affinité et de forte capacité (Kd = 0,12 nM et Bmax = 1380 fmol.mg- 1 de protéines), 

confirmerait cette hypothèse. Toutefois, chez 1 'huître, les deux constantes de dissociation de 

la liaison de l'IGF-1 rh au récepteur sont du même ordre (10- 11 _10- 10 M) et caractériseraient 

plutôt deux sites de liaison de forte affinité (Gutièrrez et al., 1994). Le récepteur de C. gigas 

pourrait donc en fait lier avec une forte affinité des molécules différentes, ce qui là encore va 

dans le sens de l'existence de plusieurs ligands chez les Invertébrés. 

D'ailleurs, la présence de ces deux sites de liaison d'affinités différentes peut être mise 

en parallèle avec les concentrations actives de l'IGF- 1 rh lors des tests biologiques in vitro. 

En effet, l'IGF-l rh et donc les molécules de type insuline/IGF semble exercer deux types 

d'effets biologiques mais à des concentrations différentes pouvant ainsi traduire l'existence de 

deux sites de liaison différents. Une forte concentration d'IGF-l rh (10-7 M), nécessaire pour 

une activation de la prolifération des cellules, pourrait signifier une faible affinité de la liaison 

de l'IGF-l rh au niveau du récepteur. Des concentrations d'IGF-l rh beaucoup plus faibles 

(de l'ordre de 10-12 à 10-11 M) activent les synthèses de protéines des cellules et pourraient 

correspondre à une affinité plus forte du récepteur pour l'IGF-1 rh. 
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une autre explication peut apportée quant à la 

liaison de forte affinité. En effet, si le récepteur présent chez C. 

type insuline, comme les récepteurs précédemment identifiés 

il pourrait soumis, de la même manière que à 1 

de deux sites 

est un récepteur de 

les Invertébrés, 

de Vertébrés, à un 

phénomène de coopérativité négative. Ce mécanisme de protection empêche une trop 

importante lorsque l'hormone est en L'affinité du récepteur n'est alors pas fixe, 

diminuant parallèlement à l'augmentation du nombre liaison occupés. L'affinité est 

lorsque la plupart de liaison sont inoccupés et plus lorsque tous les sites 

sont occupés (De Myets et Roith, 1975). Dans ce cas de figure, il n'y aurait donc en fait qu'un 

seul site liaison au niveau du récepteur unique comme démontré Helix aspersa 

(Saavedra et al., 1989) et Aplysia californica (Jonas et al., 1996). Cependant, ces résultats ne 

vont pas aller dans le sens de l'existence de plusieurs ligands (Smit et al., 1998, pour revue; 

Grégoire et , 1998; et 1998 ; Kawano et 2000 ; et ar, 

Kawakami et al., 1989 ; Adashi et ar, 1989 ; Iwami et 1990; Yoshida et ar, 1998). 

Le site moins forte affinité est caractérisé par une :=: 0,12 nM qui correspond aux 

la littérature. le récepteur de 

insuline identifié au niveau des muscles et cérébraux présente un site de liaison 

avec une affinité = 0,13 et 0,14 nM et une capacité liaison Bmax = 1 à 105 finol.mg- I 

de protéines Saavedra et al. (1989) et Leibush et al. (1996a). Chez Vertébrés 

primitifs tels que la myxine, récepteurs présentent une constante de dissociation qui varie 

de 0,06 à 0,15 nM au niveau du ou de 0,1 à 0,28 nM au niveau du cerveau (Drakenberg 

et al.,1993). la grenouille, le récepteur à l'insuline exprimé dans le muscle nr~'c">,nt~ une 

Kd = 0,16 nM (Parrizas et a!., 1995a), et chez la carpe, le recemeur à l'insuline et le récepteur 

à l'IGF-I du muscle squelettique ont 

0,092 nM (Banos et a!., 1997). 

constantes de dissociation respectives de 0,15 nM et 

les Mollusques bivalves, seule une liaison type IGF-l 

a rapportée au niveau des muscles Mytilus edulis avec une Kd 0,35 nM et 

Bmax 85 finol.mg- 1 de protéines (Leibush et a!., 1996). constantes de cette liaison 

s'écartent toutefois sensiblement de 

gastéropodes. 

obtenues gigas ou chez les Mollusques 

site de plus forte affinité obtenu chez gigas, soulève quant à lui des questions. 

effet, ce site présente une affinité (Kd = 0,01 nM, en première approximation) 

l'IGF-l rh hétérologue, supérieure à de j'IGF-l pour récepteurs 

Vertébrés, où la Kd varie entre 0,8 (ovocytes de xénope) et 0,13 (cerveau de carpe) (Navarro 
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et al., 1999, pour revue). Il sera donc indispensable de reprendre ce premier essai de 

caractérisation de la liaison afin de préciser les constantes de ce site. 

Toutefois, il n'en reste pas moins que ces premières données mettent en évidence 

l'existence d'un récepteur aux molécules de type insuline/IGF au niveau des tissus pour 

lesquels des effets biologiques de type IGF-l ont été obtenus chez C. gigas. Toutefois, les 

caractéristiques de la liaison restent à confirmer et à affiner. Une étude plus approfondie du 

nombre de sites de liaison, de leur spécificité et de leur capacité de liaison, pourra notamment 

être réalisée à partir de récepteurs issus de sous-fractions cellulaires afin de disposer de 

récepteurs semi-purifiés. Le déplacement de la liaison de l'IGF-l pourra également être 

envisagé à partir de plusieurs molécules ligands telles que l'insuline, l'IGF-l et l'IGF-2 de 

plusieurs espèces plus ou moins éloignées phylogénétiquement. A la suite de ces divers 

déplacements de liaison, une nouvelle représentation de Scatchard pourra être réalisée à partir 

d'un plus grand nombre de données, afin de caractériser plus finement l'affinité et la capacité 

des sites de liaison du récepteur présent chez C. gigas. 

L'ensemble des données obtenues au cours de ce chapitre (effets biologiques et 

récepteurs) indique l'existence chez C. gigas d'un système ligand-récepteur de type 

insuline/IGF impliqué dans des processus de régulation multiples. 

Chez les Vertébrés, l'insuline exerce des actions métaboliques à court terme tandis que 

l'IGF-l intervient dans le contrôle de la croissance et du développement . Toutefois, les 

molécules d'insuline et d'IGF-l peuvent également interagir avec l'un ou l'autre des 

récepteurs, avec des affinités différentes, en fonction du type de récepteur majoritaire, de la 

concentration des différents ligands, ou bien encore du tissu cible ou du stade de 

développement. Ainsi chez le xénope Xenopus laevis, l'IGF-l peut interagir avec le récepteur 

à l'insuline lors des stades fœtal et post-natal et ainsi exercer des fonctions métaboliques 

(Janicot et al., 1991). A noter que chez les mammifères, les effets mitogènes au niveau des 

stades précoces de développement sont assurés par un autre récepteur, le récepteur à l'IGF-2, 

dont l'émergence correspond à l'évolution des Vertébrés en mammifères (Drakenberg et al., 

1993). 

Chez les poissons, amphibiens et reptiles, le récepteur à l'IGF-I est plus abondant que 

le récepteur à l'insuline avec un ratio RinsIRIGF-1 inférieur à 1, contre 2 à 2,5 chez les 

mammifères et les oiseaux (Parrizas et al., 1995a). Le récepteur à l'IGF-l est également plus 
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spécifique et présente une plus grande affinité et une activité intrinsèque plus élevée que le 

récepteur à l'insuline de la même espèce ou des récepteurs à l'IGF-l de Vertébrés plus 

évolués (Hainaut et al., 1991 ; Gutiérrez et al., 1993,1995; P{mizas et al., 1995 a et b; 

Navarro et al., 1999 ; Planas et al., 2000). Chez les Vertébrés inférieurs, le récepteur à l'IGF-I 

assure d'ailleurs de nombreuses fonctions dont des actions métaboliques assurées plus tard 

dans l'évolution par le récepteur à l'insuline (Parrizas et al., 1995a). 

Récemment, chez les Invertébrés protostomiens, Helix aspersa et Mytilus edulis, une 

liaison de l'IGF-1 beaucoup plus importante que la liaison de l'insuline a été obtenue au 

ruveau des muscles (Leibush et al., 1996), suggérant ainsi une apparition précoce de 

récepteurs de type IGF-l dans l'évolution (Navarro et al., 1999). 

Chez C. gigas, l'activation par l'IGF-I rh des processus métaboliques associés à la 

reproduction et à la croissance (avec probablement d'importantes variations saisonnières), 

associée à la mise en évidence d'une liaison de type IGF, suggère l'existence de molécules de 

la famille des insulines/IGFs chez les bivalves. Ces molécules exerceraient alors des effets 

pléiotropes. 

Ces données suggèrent donc que les récepteurs à l'insuline et à l 'IGF-J ont subit des 

changements quantitatifs et qualitatifs, traduisant probablement également des changements 

qualitatifs de l'insuline et de l 'IGF-J, au cours de l'évolution. Ces changements pourraient 

être liées à des modifications environnementales et physiologiques qui auraient conduit les 

molécules de type insuline/IGF à évoluer de la pléiotropie vers la spécialisation d'action que 

l'on observe chez les Vertébrés supérieurs. 
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I. INTRODUCTION 

Jusqu'à présent, chez les Invertébrés, peu de molécules de la famille des 

insulines/IGFs ont été séquencées. Il s'agit chez les Insectes, des bombyxines de Bombyx mori 

(Nagasawa et al., 1984, 1986; Adachi et al., 1989; Iwami et al., 1989; Kondo et al., 1996; 

Tsuzuki et al., 1997; Yoshida et al., 1997, 1998) et de molécules apparentées aux 

bombyxines chez Agrius convolvuli (ABRPs) et Samia cynthia ricini (SBRPs) (Iwami et al., 

1996a; Nagata et al., 1999), et du LIRP chez Locusta migratoria (Lagueux et al., 1990; 

Kromer-Metzger et Lagueux, 1994), chez les Mollusques, des molécules MIPs de Lymnaea 

stagnalis (Smit et al., 1988; Smit et al., 1998, pour revue) et d'une molécule apparentée à 

l'insuline chez Aplysia californica (Floyd et al., 1999), et chez le nématode Caenorhabditis 

elegans des ILPs (Grégoire et al., 1998 ; Kawano et al., 2000). 

Chez le Mollusque bivalve Crassostrea gigas, la mise en évidence d'effets biologiques 

de molécules de la famille des insulineslIGFs sur les métabolismes associés notamment à la 

reproduction et à la croissance, ainsi que d'une liaison de type IGF-l au niveau des tissus 

cibles, suggèrent l'existence d'un système ligand-récepteur de type insuline/IGF. Toutefois, 

aucune molécule de la famille n'a encore pu être caractérisée chez C. gigas ni chez aucun 

autre bivalve, probablement du fait d'une importante divergence des molécules d'Invertébrés 

avec les molécules de Vertébrés mais également entre elles, rendant difficiles les stratégies 

d'identification et de purification basées sur l'utilisation de sondes moléculaires (mais aussi 

immunologiques). 

En effet, si les molécules de type insuline d'Invertébrés partagent une remarquable 

conservation de la structure tertiaire des insulineslIGFs (formation d'un centre hydrophobe et 

repliement) et de l'organisation du précurseur, elles présentent par ailleurs une importante 

diversité au niveau de leur structure primaire comme l'attestent au niveau génétique les 

comparaisons entre séquences des familles de gènes multiples des Invertébrés. En outre, en 

parallèle de ces familles de gènes relativement divergents chez les Invertébrés, la présence 

exclusive d'un seul type de récepteur apparenté au récepteur à l'insuline semble se confirmer 

chez les différentes espèces étudiées. Ce récepteur unique, capable de lier des ligands 

multiples, serait impliqué dans une importante diversité de fonction. Ces données suggèrent 

donc que les différents ligands pourraient agir via plusieurs voies de signalisation, en se liant 

au récepteur unique avec des affinités différentes. 
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Comme pour les molécules ligands, peu de récepteurs aux molécules de type 

insuline/IGF ont été caractérisés chez les Invertébrés. A l'heure actuelle, seuls 8 récepteurs de 

type insuline ont été identifiés chez les Insectes, Drosophila melanogaster (Petruzzelli et al., 

1986 ; Nishida et al., 1986; Ruan et al., 1995), Aedes aegypti (Graf et al., 1997) et Bombyx 

mori (Lindstrom-Dinnetz et latrou, 1997, non publié), les Mollusques, Lymnaea stagna lis 

(Roovers et al., 1995) et Biomphalaria glabrata (Lardans et al., 2001), le nématode 

Caenorhabditis elegans (Kimura et al., 1997), le cnidaire Hydra vulgaris (Steele et al., 1996), 

et le spongiaire Geodia cydonium (Schacke et al., 1994). 

Ces récepteurs présentent tous une relative conservation de séquence notamment au 

niveau de leur domaine catalytique à activité tyrosine kinase, impliqué dans l' autoactivation 

du récepteur et dans la transmission du signal. D'ailleurs, la plupart des études qui visent à 

caractériser les récepteurs de type insulinelIGF-l sont basées sur cette homogénéité de 

séquences. 

Ainsi, l'objectif de ce chapitre réside en la caractérisation moléculaire d'un récepteur 

apparenté aux récepteurs à l'insuline et aux IGFs chez J'huître creuse Crassostrea gigas. A 

l'aide d'amorces oligonucléotidiques dégénérées déduites de régions consensuelles du 

domaine tyrosine kinase des récepteurs de la superfarnille des insulineslIGFs, une RT -PCR a 

été réalisée sur des ARNm de différents tissus d'huître adulte. Un fragment de récepteur de 

type insuline, nommé CIR (Crassostrea gigas insulin receptor-related receptor), a ainsi été 

obtenu. Le précurseur de CIR a ensuite été recherché par différentes stratégies (5' et 

3' RACE-PCR, criblage d'une banque d'ADNe). La séquence partielle du précurseur est 

ensuite analysée et comparée avec les récepteurs de type insuline identifiés chez les 

Invertébrés, le récepteur de type insuline de l'amphioxus et des récepteurs à l'insuline et à 

l'IGF-I de Vertébrés. Enfin, l'étude de l'expression du récepteur CIR a été réalisée pour 

divers tissus adultes et différents stades larvaires, afin d'aborder la fonction du récepteur CIR 

et donc des molécules apparentées aux insulines/IGFs chez C. gigas. 

rn 73 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

II. MATERIEL ET .METHODES 

II.l. Caractérisation du précurseur du récepteur endogène. 

1.1. Animaux. 

Les huîtres adultes proviennent d'une exploitation ostréicole normande 

(Manche) et les larves en cours de développement de l'écloserie "SATMAR" de Barfleur 

(Manche). Les tissus adultes et les larves sont immédiatement congelés dans l'azote liquide 

puis conservés à -70°C en vue de l'extraction des ARN, ou bien fixés dans une solution de 

IX PBS (NaCI 137 mM, KCl 2,6 mM, Na2HP04 8 mM, KH2P04 1,5mM)/ paraformaldéhyde 

4% en vue de l'hybridation in situ". 

1.2. Amorces oligonucléotidiques utilisées (5' ~3 'J. 

Amorces dégénérées utilisées pour la RT-PCR 

IRl CTI YGG NAT GGT NTA YGA RGG 

IRJ CGT CAT NCC RAA RTC NCC RAT VIT 

(avec y = C+T; N = A+C+G+T; R = A+G) 

Amorces spécifiques utilisées pour la 5' et 3 ' RACE-PCR (Marathon) 

Gsp 1 GGG GGT TGC TAG GGA CCT GT A TGG T AA AG 

Gsp2 CGT CA T GCC GAA GTC GCC AA T CTI GAC AG 

NGsp 1 TIG CT A GGG GTG GTC TCC GAC GGA CAG 

NGsp2 

API 

AP2 

GCC GTC AGC TA T TTC CCC TGC CA T TIG 

CCA TCC T AA TAC GAC TCA CT A T AG GGC 

ACT CAC T AT AGG GCT CGA GCG GC 

Amorces spécifiques utilisées pour contrôler le criblage de la banque d'ADNc de bord du 

manteau 

GCT AGG GAC CTG TAT GGT AAA GGA GGG 

CCT CTI CCA CCG GTC GAT GCA TCC 
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Amorces spécifiques utilisées pour la 5 'RACE-PCR 

R T -CIR A TC TCC CCT CCT T AA CC 

CIR 

NCIR 

85CIR 

AAP 

AUAP 

GCA ACC CCT TCA TAC ACC ATA CC 

GAC CCT TGA CCT AGT TCA CGG 

GTG AT A TIG GAG AA T TIG CGG CG 

GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGI IGG GII GGG IIG 

GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC 

(avec 1 = Inosine) 

Amorces utilisées pour le séquençage 

"Ml3 Universal" 

"Ml3 reverse" 

p3 
p4 

p6 

p7 

GTA AAA CGA CGG CCA GT 

CAG GAA ACA GCT A TG AC 

GGT AAG GCG TIG TI A CCG G 

GGA TT A CT A CCC TCC CGG C 

GGA GGG T AG T AA TCC TCC CC 

TIG AGT ACA TIG AGG AGG G 

J.3. Extraction des A RN. 

J.3. J. Extraction des ARN totaux. 

J. 3. J. J. Tissus adultes. 

L'extraction des ARN totaux de tissus adultes est réalisée selon le protocole 

décrit par Chomcynski et Sacchi (1987). Les tissus, coupés en morceaux, sont broyés dans 

l'azote liquide. Afin de séparer les protéines et l'ADN, l'homogénat est repris dans 1 volume 

de solution dénaturante (isothiocyanate de guanidium 4 M, citrate de sodium 25 mM pH 7 et 

N-Iauroylsarcosine 0,5% (p/v)) additionnée de J3-mercaptoéthanol 0,7% (v/v), et dans 

0,1 volume d'acétate de sodium 2 M pH 4, 1 volume de phénol saturé en eau non tamponné et 

0,2 volume de chloroforme:alcool isoamylique (49:1) . Après 15 minutes dans la glace, 

l'homogénat est centrifugé (10000g, 20 minutes, 4°C). La phase aqueuse est soumise à une 

seconde extraction au phénol:chloroforme:alcool isoamylique, identique à la précédente, afin 

d'améliorer la pureté des ARN, puis elle est précipitée dans un volume équivalent 

d'isopropanol pendant 60 minutes à -20°e. Après centrifugation (10000g, 20 minutes, 4°C), 

le culot d'ARN est repris dans un volume minimum (0,2%) d'eau traitée au DEPC 

(DiEthyIPyroCarbonate) et précipité dans 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M pH 5,2 et 

W 75 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

3 volumes d'éthanol 95% pendant 60 minutes à -70°C. Après centrifugation (1 OOOOg, 

20 minutes, 4°C), le culot est rincé à l'éthanol 75% puis 95%, séché et remis en suspension 

dans un volume minimum (0,2%) d'eau OEPC. 

J. 3. J. 2. Ovocytes et larves. 

L'extraction des ARN totaux d'ovocytes et larves à différents stades de 

développement est réalisée dans du réactif TriReagent ™ (Sigma®). Après broyage dans 

l'azote liquide, les ovocytes et les stades larvaires sont homogénéisés pendant 5 minutes à 

température ambiante dans du TriReagent (1 ml pour 100 mg de tissu) afin de dissocier les 

complexes nucléoprotéiques. Après l'ajout de 0,2 volume de chloroforme et centrifugation 

(12000g, 15 minutes, 4°C), deux phases sont observées: une phase aqueuse supérieure 

contenant les ARN et une phase organique contenant les protéines. A l'interphase se trouve 

l'ADN. La phase aqueuse est prélevée puis précipitée dans 0,5 volume d'isopropanol pendant 

10 minutes à température ambiante. Après centrifugation (12000g, 10 minutes, 4°C), le culot 

est rincé avec 1 volume d'éthanol 75% par centrifugation (7500g, 5 minutes, 4°C), séché puis 

repris dans de l'eau DEPC, préchauffée à 55°C-60°C afin de faciliter la dissolution du culot. 

J.3.2. Purification des ARN polyadénylés. 

Les ARN polyadénylés sont purifiés à l'aide du kit "Dynabeads rnRNA 

Direct TM" (Dynal®) . Ce système est basé sur l'hybridation de la queue poly(A +) des ARN 

messagers avec des amorces oligonucléotidiques de 25 déoxythymidines couplées à des billes 

magnétiques. Les ARN totaux, repris dans un tampon de lyse et de liaison (Tris-HC1 0,1 M 

pH 7,5, LiCI 0,5 M, EDTA 10 mM, OTT 5 mM), à raison de 500 ~l de tampon pour 500 ~g 

d'ARN totaux, sont mis en présence de billes magnétiques oligo-(dT) (500 ~l de billes pour 

500 ~g d'ARN totaux). L'hybridation se déroule à température ambiante pendant 5 minutes. 

Les ARN couplés aux oligo-(dT) sont capturés à l'aide d'un support aimanté. Le surnageant 

contenant les ARN non polyadénylés est éliminé. Les billes magnétiques sont rincées à 

plusieurs reprises dans un tampon de lavage (Tris-HC1 10 mM pH 7,5, LiCI 0,15 M, 

EDT A 1 mM). Les ARN polyadénylés sont élués des billes magnétiques au cours d'une 

incubation de 2 minutes à 65°C dans du tampon d'élution (Tris-HC1 10 mM pH 7,5) et à 

l'aide du support aimanté afin de retenir les billes. Le surnageant, contenant les ARN 

poly(A +), est précipité à -70°C dans 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M pH 5,2 et 3 volumes 
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d'éthanol 95%. Après centrifugation (14000g, 15 minutes), le culot est lavé à l'éthanol 70% 

puis 95%, séché et repris dans de l' eau DEPC. 

1.4. Amplification par "Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction" : 

RT-PCR. 

1. 4. 1. Transcription inverse. 

L'ADNc simple brin est obtenu à partir de 1 à 2 Ilg d'ARN polyadénylés ou 

bien de 5 Ilg d'ARN totaux. La synthèse est réalisée en présence de 200 unités d'une enzyme 

de transcription inverse, la M-MuLV RT (Promega) qui est une ADN polymérase ARN

dépendante dont l'activité RNase H a été supprimée pour favoriser la synthèse d'ADNc à 

partir de longues molécules d ' ARN. Le volume réactionnel final de 25 III comprend en outre 

0,5 Ilg d'amorces (oligo(dT) ou spécifique), 25 unités de rRNasin ("recombinant 

Ribonuclease inhibitor") (Promega), 0,5 mM de chaque dNTP, et le tampon de réaction 

(Tris-HCI 50 mM pH 8,3 , KCI 75 mM, MgCh 3 mM, DTT 10 mM). La polymérisation se 

déroule à 37°C pendant 90 minutes puis est stoppée par dilution du mélange réactionnel avec 

de l'eau bidistillée stérile de façon à obtenir de l'ADNc simple brin à la concentration 

souhaitée. 

1. 4. 2. Réaction de polymérisation en chaÎne (PCR) . 

L'amplification par RT-PCR est réalisée directement à partir de l' ADNc 

simple brin, sans purification préalable. La réaction de PCR a lieu dans un volume final de 

50 III contenant 2 à 10 ng d'ADNc, 0,2 mM de chaque dNTP, 50 pmoles de chacune des deux 

amorces oligonucléotidiques, 2,5 mM de MgCh, 50 mM de KCI , 10 mM de Tris-HCI pH 9, 

0,01 % (v/v) de Triton X-l 00, et 1 unité de Taq ADN polymérase (Eurogentec®). Les produits 

de l' amplification sont visualisés par électrophorèse sur gel d ' agarose préparé à une 

concentration adaptée à la taille des fragments attendus, et dans du tampon T AE 

(Tris-acétate 40 mM, pH 8 et EDT A 1 mM) contenant du bromure d' éthidiurn (lOng/ml) . 
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1.5. Amplification par la technique de "Rapid Amplification of cDNA Ends -

PCR" : RA CE-PCR. 

1.5.1. La technique de 5' et 3 'RACE-PCR par l'ajout d'adaptateurs (kit 

"Marathon TMcDNA Amplification''). 

Cette technique est utilisée dans le kit ''Marathon™ cDNA Amplification" 

(Clontech). Elle consiste à amplifier rapidement et simultanément les extrémités 5' et 3' d'un 

fragment. Elle se déroule en trois étapes: la synthèse d'ADNc double brin à partir d'ARN 

polyadénylés, la ligation d'adaptateurs aux extrémités des ADNc, et la réaction 

d'amplification de RACE-PCR proprement dite (Figure m.l). 

1.5.1.1. Synthèse de l'ADNc. 

Un mélange de 2 Ilg d'ARN polyadénylés de bord du manteau et de 

10 pm oIes d'amorces oligo(dT) est dénaturé à 70°C pendant 2 minutes afin d'éliminer les 

structures secondaires. L'amorce oligo( dT) est modifiée à son extrémité 3' de façon à 

s'hybrider au début de la queue poly(A+) de l'ARN polyadénylé matrice. L'élongation du 

premier brin d'ADNc est initiée lorsque le mélange ARN/ol.igo(dT) est additionné de 1 mM 

de chaque dNTP, 20 unités d'enzyme de transcription inverse (AMV-RT), et du tampon de 

réaction (Tris 50 mM pH 8,5, MgCh 8 mM, KCI 30 mM, DTT 1 mM), dans un volume final 

de 10 Ill. Après 60 minutes à 42°C, la polymérisation est stoppée dans la glace. 

La synthèse du brin complémentaire repose sur la méthode décrite par Gubler 

et Hoffinann (1983) . La totalité de la réaction de synthèse de l'ADNc simple brin est 

additionnée d'un cocktail d'enzymes composé de 1 unité de Rnase H (dégradation de l'ARN 

des hétéroduplex ARN/ADN), de 24 unités d'ADN polymérase 1 (synthèse des fragments 

complémentaires au premier brin d'ADNc à partir des amorces ARN générées par la RNase 

H), et de 4,8 unités d'ADN ligase d'Esherichia coli (ligation des fragments complémentaires 

néo synthétisées par l'ADN polymérase 1). A ce mélange, sont ajoutés 0,2 mM de chaque 

dNTP et le tampon de réaction (KCl 0,1 M, sulfate d' ammonium 10 mM, MgCh 5 mM, 

~-NAD 150 IlM, Tris 20 mM pH 7,5, 0,05 mg/ml d' albumine de sérum de veau) . Après une 

incubation de 90 minutes à 16°C, l'ADNc double brin obtenu est traité en présence de 10 

unités de T4 ADN polymérase pendant 45 minutes à 16°C, de façon à générer des extrémités 

à bouts francs. L'ADNc est purifié par une extraction au phénol: chloroforme: alcool 

isoamylique (25 :24: 1) suivie d'une extraction au chloroforme:a\cool isoamylique (24: 1), puis 
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précipité dans 0,1 volume d' acétate de sodium 3 M pH 5,2 et 3 volumes d'éthanol 95%. Après 

centrifugation (14000g, 15 minutes), le culot est lavé à l'éthanol 80%, séché, puis repris dans 

1 0 ~I d'eau bidistillée stérile. 

1.5.1.2. "Ligation" des adaptateurs. 

La ligation d'adaptateurs aux extrémités à bouts francs de l'ADNc s'effectue 

à 16°C pendant 12 heures. Elle est réalisée sur la moitié de l'ADNc précédemment obtenu, en 

présence de 20 pmoles d'adaptateurs, du tampon de ligation (Tris-HCl 50 mM pH 7,8, 

MgCh 10 mM, DTT 1 mM, ATP 1 mM, PEG 5%), et de 400 unités de T4 ADN ligase. 

1.5.1.3. Amp/ificationgénique in vitro. 

L'amplification est réalisée à partir de 1/10ème de la banque d' ADNc préparée 

ci-dessus, avec une amorce spécifique du fragment d' ADNc connu (amorce sens Gsp 1 pour la 

RACE en 3 ' et amorce antisens Gsp2 pour la RACE en 5' ) et une amorce spécifique de la 

séquence de l'adaptateur. Pour chacune des deux réactions de RACE (5 ' et 3' RACE), le 

mélange réactionnel contient, dans un volume final de 50 ~I, 10 pmoles d ' amorce AP 1 

spécifique de l' adaptateur, 10 pmoles d'amorce spécifique du gène, 0,2 mM de chaque dNTP, 

du tampon de réaction (Tricine-KOH 40 mM, KOAc 15 mM, Mg(OAch 3,5 mM, BSA 

3,75 ~g/m1, Tween-20 0,005% (v/v), Nonidet-P40 0,005% (v/v)), et de 1 ~I du mélange 

d' ADN polymérases "Advantage® 2" (activité "proofreading") (Clontech). L'amplification se 

déroule dans les conditions suivantes: 1 cycle (94°C/30 secondes), 5 cycles (94°C/5 secondes 

et 72°C/4 minutes), 5 cycles (94°C/30 secondes et 70°C/4 minutes), et 35 cycles 

(94°C/30 secondes et 63°C/4 minutes) . Les produits de l'amplification sont visualisés sur un 

gel d'agarose à 1%. En présence de "smears" une seconde réaction d'amplification est 

effectuée avec des amorces internes ("Nested-PCR"). L'amplification est réalisée à partir de 

l'amplification précédente diluée au 1/1 Oème , avec 10 pmoles de l'amorce interne AP2 

spécifique de l'adaptateur, 10 pmoles de l'amorce interne spécifique du gène (NGsp 1 pour la 

3'RACE et NGsp2 pour la 5'RACE), le tampon de réaction et les enzymes du "Advantage® 2 

Polymerase Mix". Les conditions de l' amplification sont alors légèrement plus stringentes : 

l cycle (94°CIl minute), 5 cycles (94°C/30 secondes et n OC/4 minutes), 5 cycles 

(94°C/30 secondes et 70°C/4 minutes), et 30 cycles (94°CI20 secondes et 65 °C/4 minutes) . 

Les produits de l' amplification sont visualisés sur un gel d'agarose à 1,5%. 
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Figure III.I : Principe de la technique de RACE-PCR d'après le "Marathon cDNA 
Amplification Kit" (Clontech). 

API (Adaptator primer) : amorce spécifique de l 'adaptateur. 
GSPI et GSP2 (Gene Specifie Primer) : amorces spécifiques du gène d'intérêt. 
[NNTITT 30] : amorce oligonuc1éotidique modifiée pour la transcription inverse. 
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- Caractérisation eXI,re,.;sil,n d'un récepteur homologue de insuline -

1.5.2. technique 5 'RA CE-PCR par l'ajout en 3' d'une queue 

polycytidi née. 

consiste à réaliser la d'ADNe brins auxquels, 

purification, est ajoutée une queue polycytidinée à 3' (Frohmann et al., 

1988). L'amplification s'effectue entre une amorce spécifique de l'extrémité 5' du fragment 

d'ADNe connu, en amont de l'amorce pour la transcription et une 

amorce de la polycytidinée. Cette est à 

partir du kit "5' System for Rapid Amplification of cDNA Ends, version 2.0" 

(GibcoBRL ®) (Figure IU.2). 

1. 1. Transcription inverse. 

synthèse d'ADNc simple brin résulte de la transcription inverse de 1 !lg 

d'ARN polyadénylés ou de 2 !lg d'ARN totaux, par 200 unités de "SuperScriptTM II RTl! 

(GibcoBRL®) en de 2,5 pmoles d'amorce spécifique (CIR ou RT-CIR). réaction 

a un volume final de !lI additionné 2,5 mM MgCh, 0,4 de chaque 

dNTP, 10 mM de DTT, et du tampon réaction (Tris-HCI 20 mM pH 8,4, KCI 50 mM). La 

transcription se déroule à pendant 60 puis 1 est à 70°C 

pendant 15 minutes. La synthèse de simple brin achevée, hybrides 

ARN:ADN ainsi l'ARN simple brin sont éliminés l'action conjointe des et 

TI au cours d'une incubation 30 minutes à 

2.2. Purification de l'ADNe simple brin. 

L'ADNc est purifié à l'aide d'une "cartouche" GlassMax™ ("GlassMax DNA 

Isolation Spin Procedure", GibcoBRL ®). présence d'un agent chaotropique, 

J'iodure de sodium, les de taille supérieure à nucléotides se fixent à la membrane 

silice la et le tampon, nucléotides, et oligonucléotides 

sont éliminés par centrifugation CI 3000g, 20 minutes). cartouche est rincée à 4 

dans du tampon de lavage, puis l'éthanol 70%. L'ADNe, purifié, est alors par 

(13000g, minutes) en de !lI d'eau bidistillée stérile 
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1.5.2.3. Synthèse de la queue polycytidinée. 

Une queue polycytidinée est ajoutée par la "terminal déoxynucléotidyl 

transférase" (TdT, GibcoBRL ®) à l'extrémité 3' des ADNc, afin de créer une région sur 

laquelle s'hybridera une amorce sens lors de l'étape d'amplification . Cette réaction de 

"tailing" est réalisée sur 1 0 III d'ADNc purifié, dans un milieu réactionnel contenant 10 mM 

de Tris-HCI pH 8,4, 25 mM de KCI, 1,5 mM de MgCh et 0,2 mM de dCTP, et se déroule à 

94°C pendant 3 minutes. La réaction de synthèse est initiée lorsque la TdT est ajoutée. Au 

terme d'une incubation de 10 minutes à 37°C, l'enzyme est inactivée par chauffage à 65°C 

pendant 10 minutes. 

1.5.2.4. Amplification génique in vitro. 

L'amplification est réalisée sur 10 III d'ADNc polycytidiné avec une amorce 

sens spécifique du transcrit (CIR ou NCIR ou RT-CIR ou 85CIR) et une amorce antisens 

AAP riche en G lui permettant de se fixer à la queue polycytidinée (en 3' de l'ADNc). Le 

milieu réactionnel de 50 III final contient également 20 pmoles de chaque amorce, 0,2 mM de 

chaque dNTP, 1,5 mM de MgCh, le tampon de réaction (Tris-HC1 20 mM pH 8,4, 

KCI 50 mM), et 2,5 unités de Goldstar Taq ADN polymérase (Eurogentec®) . L'amplification 

se déroule au cours de 40 cycles (94°CIl minute; 50°C /1 minute; nocl3 minutes) et 

l'élongation des fragments est achevée au cours d'une ultime étape à 72°C pendant 7 minutes. 

Les produits de l'amplification sont visualisés sur un gel d'agarose à 1,5%. Après une 

première amplification par CIR, une seconde amplification est réalisée sur 0,5 III de 

l'amplification précédente avec les amorces nichées NCIR (antisens) et AUAP (sens) 

spécifique de l'adaptateur. Les conditions d'amplification restent identiques à celIes de la 

première PCR, avec cependant 2,5 mM de MgCh et 10 pmoles de chaque amorce. Les 

produits de l'amplification sont visualisés sur un gel d'agarose à 1,5%. 

1.6. Criblage d'une banque d'ADNe de bord de manteau. 

La banque d'ADNc de bord du manteau a été préalablement préparée au 

laboratoire à l'aide du kit "ZAP-cDNA® synthesis" (Stratagène) dans le vecteur À "Uni-ZAP® 

XR". Le protocole suivi pour le criblage de la banque Lambda ZAPII d'ADNc comporte 

plusieurs étapes: la titrage et l'étalement des phages de la banque, le transfert des phages sur 

ru 81 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

une membrane de nylon, l'hybridation des membranes avec une sonde nucléique radioactive, 

et l'excision in vivo bactériophages recombinants (Figure m.3). 

/.6./. Préparation de la souche bactérienne hôte. 

Cinquante de milieu de liquide (peptone 1 % (plv), 

extrait de levure 0,5% (plv), NaCI 0,5% (plv), ajusté à 7 avec NaOH 1 M), contenant 

10 mM de MgS04 et 0,2% (plv) de maltose sont ensemencés avec la bactérienne XL 1 

Blue MRF' coli). culture est réalisée pendant une nuit à 30°e. centrifugation 

(500g, 15 minutes), le culot de est remis en suspension un volume adéquat de 

MgS04 10 mM, façon à obtenir une D06DD égale à 0,5. bactéries sont conservées à 

4°C. 

/.6.2. Titrage de la banque phages. 

aliquot 10 III de phages de la banque est dilué en la solution 

SM (MgS04 10 mM, 50 mM pH 7,5, gélatine 0,01% (plv». de 

chaque dilution de phages sont ensuite mis en contact avec III bactéries XLI pendant 

15 minutes à 37°C, pour permettre l'adsorption des phages sur A ce mélange de 

sont additionnés 3 ml de top-agar à 65°C (LB et 0,7% (plv», et le tout est 

sur boites de LB et agar 1,5% (plv». boites, inversées, sont 

incubées une nuit à 37°C. A l'apparition des plages de lyse bactéries hôtes, les boites sont 

transférées à 4°e. plages de sont alors et le titre de la banque est "'''',''',.,,''' 

titrage 6 boîtes de Pétri 15 cm de diamètre sont ensemencées comme 

précédemment à raison de 50 000 phages par boîte et placées la nuit à 37°e. 

/.6.3. Transfert des plages lyse sur membrane. 

plages de lyse sont transférées par simple contact de 5 minutes sur une 

membrane de nylon (GeneScreen Plus, Dupont NE~). phagique adsorbé aux 

membranes est alors dénaturé pendant 5 minutes par capillarité dans une solution contenant 

0,5 NaOH et 1,5 M de NaCI, puis neutralisé deux 3 minutes dans une solution 

contenant 1 M de pH8 et 1,5 M de NaCl. Les membranes sont dans 

du 2X (NaCI 0,3 M, citrate de sodium 30 mM, 7 ajusté à l'acide citrique), et placées 

2 heures pour fixer l'ADN. 
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1.6.4. Marquage de la 

marquage est réalisé par la technique de "random priming" (amorçage au 

hasard) en utilisant le kit (Biolabs®). sonde est un fragment d'ADNc double 

brin, de la 3 'RACE-PCR, linéarisé digestion du plasmide recombinant par EcoRl 

ou PstI/SacII. Cent nanogrammes d'ADN digéré sont dénaturés pendant 5 minutes à 

puis placés dans la glace. La synthèse des brins complémentaires aux ADNc s'effectue à 

partir de octadéoxyribonucléotides aléatoires, hybridés au hasard sur la matrice d'ADNc, par 

l'action du fragment de klenow de l'ADN polymérase l, en d'un mélange de dATP, 

dTTP, dGTP, et de 50 /lCi [a32P]_dCTP (3 000 Ci/mmole). L'élongation entre amorces, 

qui permet l'incorporation du dCTP radioactif, se déroule pendant 2 heures à 

nucléotides non incorporés sont éliminés par filtration du mélange réactionnel sur colonne de 

Sephadex® G50. 

1.6.5. Hybridation des acides nucléiques avec une radioactive. 

Les sont préhybridées au minimum 3 à dans un 

tampon préhybridation/hybridation composé de SSC, Denhardt' s (BSA 0,1% (plv), 

Ficoll 0,1% (plv), PVP 0,1% (plv)), SDS 0,5% (plv), et additionné extemporanément de 

mg/ml d'ADN saumon et dénaturé. L'hybridation est réalisée 

le même milieu auquel on ajoute la sonde nucléique purifiée et dénaturée, à raison de 

2.106 cprn/ml de milieu. L'hybridation se déroule à pendant 16 heures. membranes 

sont ensuite soumises à 4 lavages successifs de 15 minutes à 

SSC, puis du 2X SSC/SDS 1% (plv), et enfin du O,lX SSc. 

chacun, dont 2 dans du 

révélation est effectuée 

par autoradiographie dans une casette avec écrans intensifiants pendant une journée à -70°C. 

A l'issue ce premier criblage, les phages qui correspondent aux plages de lyse présentant 

un marquage positif sont prélevés et remis en dans 500 /lI de SM et 15 III de 

chloroforme (bactéricide). Un second criblage est alors réalisé selon le même protocole sur les 

I-'''''''F'.''''' sélectionnés (plusieurs dilutions de phages). 

1.6.6. Excision !..:."-.:..:..:.."". 

Au terme du criblage secondaire, les phages correspondants à une plage de 

lyse positive et isolée, sont soumis à une in. vivo. Deux cent cinquante microlitres 

d'une culture de bactéries 1 blue MRF', amenée par du MgS04 10 mM à une D0600 

à 1, sont co infectés (37°C, 15 minutes; puis dans 3 mJ de LB à 37°C pendant 3 heures) par 
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250 /lI de phages sélectionnés (préalablement repris dans 500 /lI de solution SM) et par 1 /lI 

de phage M 13 "helper" ("ExAssist helper phage") (Stratagène). Les protéines impliquées dans 

la réplication de ce phage "helper" reconnaissent l'origine de réplication et le signal de fin de 

réplication situés de part et d'autre de l'insert, et induisent ainsi la réplication in vivo de 

l'insert et de la séquence du plasmide pBlueScript SK( -) contenue dans la construction du 

phagemide. Le fragment simple brin synthétisé est circularisé et empaqueté sous forme de 

phage filamenteux libéré hors de la bactérie. Afin d'isoler les phages recombinants, une 

souche de bactéries E. coli (SOLR) est infectée par des dilutions successives de phages (37°C, 

15 minutes). Ces bactéries sont résistantes à une infection par le phage lambda et ne 

permettent pas la réplication du phage "helper". De plus, les bactéries SOLR, infectées par le 

phage, permettent la duplication de l'ADN simple brin (forme réplicative double brin) et ainsi 

la reconstitution du plasmide pBlueScript. Les bactéries sont ensuite étalées sur LB/ agar 

1,5 %/ ampicilline (50 /lg/ml), afin de s'assurer de la sélection des colonies contenant le 

plasmide pBlueScript recombinant, lequel possède le gène de résistance à l'ampicilline, et 

ainsi de procéder à l'extraction de l'ADN plasmidique recombinant. 

1.7. Séquençage des produits d'amplification et des fragments sous-clonés. 

Les fragments d'ADNc obtenus par PCR sont visualisés et purifiés à partir 

d'un gel d'agarose puis sous-clonés dans un vecteur plasmidique. Des bactéries sont ensuite 

transfectées avec les plasmides recombinants afin qu'ils s'y multiplient, et une 

mini préparation plasmidique est effectuée pour chaque clone en vue du séquençage du 

fragment d'ADNc inséré (Figure ID.4). 

J. 7.1. Purification des fragments d'ADNc à partir du gel d'agarose. 

Les fragments d'ADNc sont séparés par électrophorèse sur gel d'agarose de 

concentration variable (selon la taille des fragments d'intérêt) et dans du tampon T AE. Les 

bandes retenues sont prélevées à l'aide d'un scalpel et l'ADN est extrait de l'agarose à l'aide 

du kit "NucleoSpin Extract" (Macherey Nagel). L'ADN est élué dans 50 /lI de tampon 

d'élution (Tris-HCl 5 mM, pH 8,5). 
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J.7.2. Sous-clonage de l'ADN dans un vecteur plasmidique. 

sous-clonage de l'ADNc purifié est réalisé dans le vecteur "pGEM® 

Easy" à l'aide du "pGE~-T and pGE~-T Vector Systems II'' (promega). Pour 

le vecteur est linéarisé au niveau d'un site clonage multiple par l'enzyme 

EcoRV et est additionné d'un résidu thymidine en 3' du site de coupure. L'ADN à 

cloner est majoritairement flanqué d'une adénosine à son extrémité 3 sous J'action de la Taq 

ADN polymérase sans activité 3' -5' exonucléasique. ligation est réalisée à 4°C, pendant au 

moins 1 nuit, un volume final de 5 ~I comprenant l'ADN purifié (0,5 à 1,5 Ill), le vecteur 

(25 le tampon de Jigation (Tris-HCI 30 mM pH 7,8, MgCh 10 mM, 10 mM, ATP 

0,1 mM) et 1,5 unités de T4 ADN ligase (Promega). mélange de ligation est ensuite 

dessalé sur une colonne d'agarose 1 % (plv) et de 0,1 M, dans laquelle un puits est 

formé (Atrazhev et 1996). La totalité du mélange de ligation, complété à 20 ~I avec de 

l'eau bidistillée stérile, est déposée dans le puits et le tout est placé dans la glace pendant 

90 minutes. Après ce le ligation est pipetage le puits. 

J.7.3. Transformation de bactéries éleclrocompétentes. 

coli la XL 1 blue MRF' sont compétentes à 

"électroporation. Deux cent cinquante millilitres de LB sont avec 1 0 III 

culture fraîche de bactéries XLI blue MRF', puis incubés à 37°C sous agitation jusqu'à 

l'obtention d'une D0600 entre 0,7 et 1 culture est brusquement refroidie 

dans glace, puis centrifugée (4000g, 15 minutes, 4°C). bactéries sont, à deux reprises, 

remises en suspension dans 50 ml de glycérol 10% froid et centrifugées. Un dernier lavage est 

dans 10 ml de glycérol 10% froid. bactéries sont finalement reprises 1 ml 

glycérol 10% et aliquotées en fractions de 40 ~l à -70°C. Les aliquots de bactéries 

rendues compétentes à l'électroporation peuvent utilisés pendant plusieurs semaines. 

La est réalisée avec la totalité du ligation dessalé 

pour un aliquot de bactéries électrocompétentes. Après secondes dans la glace, le mélange 

ligationlbactéries est inséré dans une cuve à électroporation et est soumis à un choc électrique 

de 18 KVolts/cm. bactéries sont immédiatement en suspension 500 l.tI de 

milieu LB glucosé (LB et mM) et incubées à 37°C pendant l heure sous a.5!.a.LllV 

douce. La totalité la suspension bactérienne est ensuite étalée sur des boites de Pétri 

1, (p/v)/ampicilline (50 )lglml)/tétracycline ( ~glml), en présence de 15 )lI de 

X-Gal 200 mM (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-~-D-galactopyranoside) et de 20 ~l d'IPTG 
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200 mM (isopropyl-l-thio-~-D-galactopyranoside). Après 24 heures de culture à 37°C, les 

clones positifs blancs (l'insert rend le gène de la ~-galactosidase non fonctionnel) sont 

prélevés et remis en culture en milieu liquide (LB/ampicilline/tétracycline) une nuit à 4°C. 

J. 7.4. Extraction de l'ADN plasmidique. 

L'ADN plasmidique est extrait à partir de 1,5 à 3 ml d'une culture de clones 

recombinants, à l'aide du kit "FlexiPrepTM"(Amersham Biosciences). Le culot bactérien, 

obtenu après centrifugation (14000g, 30 secondes), est repris dans une solution isotonique 

contenant de la RNase 1 (Tris-HC\ 20 mM pH 7,5, EDTA 2 mM, Rnase 1 80 ~glm1), et est 

soumis à une lyse cellulaire alcaline (NaOH 0,2 M, SDS 1 % (plv)). Les débris cellulaires 

(ADN chromosomique, protéines ... ) sont précipités dans une solution d'acétate de potassium 

(acétate de potassium 3 M, acide acétique 5 M), tandis que le surnageant contenant l'ADN 

plasmidique est précipité par 0,7 volume d'isopropanol. Après centrifugation (14000g, 

1 0 minutes), le culot d'ADN plasmidique est dissout dans une solution de Sephaglas ™ FP 

afin que l'ADN s'adsorbe aux billes de verre qu'elle contient. Après centrifugation (1 OOOOg, 

15 minutes), le culot ADN-billes est lavé dans une solution de Tris-HC\ 20 mM pH 7,5, 

EDTA 2 mM, NaCI 0,2 M, additionnée d'éthanol 60%, puis dans de l'éthanol 70%. L'ADN 

est élué des billes de verre par centrifugation (14000g, 1 minute) dans 50 ~I d'un tampon de 

faible force ionique (Tris-HC\ 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) ou de l'eau bidistillée. 

1. 7.5. Séquençage automatique. 

L'ADN plasmidique purifié est séquencé à l'aide du kit "ABI Prism™ 

BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction version 1" (Applied Biosystems), 

d'après la technique des didéoxynucléotides (Sanger et al., 1977) . Les didéoxynucléotides 

sont couplés à une structure, composée d'une molécule de 6-carboxyfluorescéine et d'une 

molécule de dichlororhodamine, qui porte un radical variable selon le didéoxynucléotide et 

dont le spectre d'émission se situe à des longueurs d'ondes différentes (dichloro[R6G] pour 

ddATP, dichloro[ROX] pour ddCTP, dichloro[RllO] pour ddGTP, dichloro[T AMRA] pour 

ddTTP) . La réaction de séquençage consiste à réaliser une synthèse de l'ADN inséré dans le 

plasmide, avec incorporation des ddNTPs fluorescents, à partir d'une amorce spécifique au 

fragment ou d'une amorce située de part et d'autre du site de muIticlonage (universelle ou 

"reverse"). A l'ADN (jusqu'à 500 ng) sont ajoutés l'amorce (3,2 pmoles), et le "Big-Dye" 

comprenant de la Taq ADN polymérase (ADN polymérase AmpliTaq®FS, Perkin Elmer), le 
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tampon de l'enzyme, du MgCh et les ddNTPs. La polymérisation est effectuée sur 30 cycles 

(94°CI25 secondes; 50°C/15 secondes ; 60°C/4 minutes). Le mélange réactionnel est ensuite 

précipité dans NaOAc 3 M, pH 4,6/éthanol 95%, et le culot obtenu est séché et repris dans un 

tampon de dépôt en vue d'être analysé sur gel de polyacrylamide 6%/urée 7 M et par le 

système ABlprism 377 (Applied Biosystems). 

1.8. Analyses informatiques des séquences. 

1.8.1. Interrogation de banques de données. 

Les séquences nucléotidiques ou protéiques sont comparées à différentes 

banques de données (EMBL, Genbank, Swissprot) à l'aide du logiciel FAST A (Pearson et 

Lipman, 1988) (http ://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-binlfastajn.pl). 

1.8.2. Analyse des séquences. 

L'alignement et les degrés d'homologie des séquences sont générés à J'aide 

du logiciel BioEdit version 5.0.6 (Hall, 1999) et à partir du programme CLUST AL W 

(Thompson et al., 1994). L'analyse phylogénétique du récepteur CIR est obtenue par la 

méthode de parcimonie à partir de l'alignement généré par le logiciel CLUST AL W. La 

validation de l'arbre est réalisée par "bootstrapping" (fixé à 250) à l'aide des logiciels 

Seqboot, Protpars, Neighbor et Consense (Felsenstein, 1989). Le profil d'hydrophobicité de la 

séquence du précurseur de CIR est réalisé par le programme PROTSCALE 

(http://expasy,org/cgi-binlprotscale.pl), selon la méthode décrite par Hopp et Woods (1981). 

La recherche de motifs caractéristiques des molécules de la famille est réalisée par 

comparaison avec la banque de motifs PROSITE (Hofinann et al., 1999) 

(http://www.expasy.org/prosite/ouhttp://www.infobiogen.fr/services/analyseq/signptjn .pl). 
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II.2. Expression du récepteur CIR. 

2. J. Amorces oligonucléotidiques utilisées. 

Amorces utilisées pour le "contrôle actine". 

ACTR 

ACTF 

GCC ACT TGA TGG CCA GAA GG 

CTA TGT AGG AGA CGA GGC CC 

2.2. Amplification par RT-peR. 

Afin d'étudier l'expression du transcrit du récepteur CIR au cours du 

développement larvaire et chez l'huître adulte, des amplifications géniques in vitro sont 

réalisées à partir d' ARN rétrotranscrits de divers tissus adultes ainsi que de différents stades 

de développement larvaire. L'extraction des ARN totaux puis des ARN polyadénylés, et leur 

transcription en ADNc sont effectuées comme décrit dans les paragraphes l.2 et l.3. 

Une première amplification est réalisée à partir d'ARNm rétrotranscrits de 

tissus adultes et de 50 pmoles de chacune des deux amorces dégénérées (IRI et 00, voir 

paragraphe l.1), en présence de MgCb 2,5 mM, dNTPs 0,2 mM, du tampon de l'enzyme et de 

1 unité de Goldstar Taq ADN polymérase (Eurogentec). L'amplification est achevée au terme 

de 40 cycles (95°CIl minute; 52°CIl minute; nocll minute). Les fragments amplifiés sont 

visualisés sur un gel d'agarose à 1,8%. 

Une seconde réaction d'amplification est effectuée à partir d'ARNm 

rétrotranscrits de tissus adultes et de différents stades du développement larvaire. 

L'amplification est réalisée à partir d'amorces spécifiques ((31 et (32) du transcrit du récepteur 

CIR. Le milieu réactionnel de 50 fll se compose de 10 ng d'ADNc, de 25 pmoles de chaque 

amorce, de 2,5 mM de MgCb, de 0,2 mM de dNTPs, du tampon de l'enzyme et de 1 unité de 

Goldstar Taq ADN polymérase (Eurogentec). L'amplification se déroule sur 45 cycles 

(95°C/1 minute; 58°C/30 secondes; nocll minute). Les fragments sont visualisés sur un gel 

d'agarose à 1,5%. 

Parallèlement à l'amplification du transcrit, l'amplification par les amorces 

ACTF et ACTR d'un fragment d'actine, présent dans les tissus adultes et larvaires de façon 

ubiquitaire, sert de contrôle positif de la qualité des ARNm et à estimer les variations 

d'expression . Ce contrôle actine s'effectue sur le même volume d'ADNc que pour 

l'amplification du transcrit, avec 10 pmoles de chaque amorce, 1,5 mM de MgCb, 0,2 mM de 

dNTPs, le tampon de l'enzyme et 1 unité de Goldstar Taq ADN polymérase (Eurogentec). 
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L'amplification est réalisée en 20 cycles (95°CII minute; 60°CII minute; 72°CII minute). 

Les produits des différentes amplifications sont visualisés sur gel d'agarose à 1,5%. 

2.3. Northern blotting. 

2.3.1. Marquage de la sonde (voir le paragraphe 1.5). 

2.3.2. Séparation des ARN sur gel dénaturant et transfert sur membrane. 

Le "Northern blotting" est réalisé à partir de 2 !-tg d'ARN polyadénylés 

extraits de larves à différents stades de développement ou de tissus adultes. Après une 

dénaturation de 10 minutes à 70°C en présence de 33% (v/v) de formamide déionisée, 

33% (v/v) de formaldéhyde, IX MOPS (MOPS 20 mM pH 7, NaOAc 2 mM pH 5,2, 

EDTA 1 mM pH 8) et 0,5 mg/ml de bromure d'éthidium, les ARN sont déposés sur un gel 

d'agarose à 1,5% dans un tampon IX MOPS/formaldéhyde 1 % (v/v), et soumis à un champ 

électrique de 60 Volts. Les marqueurs de taille sont les ARN ribosomiques 16S et 23S 

d'Escherichia coli (Sigma®) et des marqueurs de poids moléculaire Gusqu'à 10 kb) de 

fragments d'ARN (Sigma®). A l'issue de l'électrophorèse, les ARN sont transférés sur une 

membrane de nylon (GeneScreen Plus, Dupont NE~) par capillarité avec du tampon 

20X SSC pendant au minimum 16 heures. La membrane est rincée dans du 2X SSC pUiS 

séchée à 80°C pendant 2 heures, pour favoriser la fixation des ARN. 

2.3.3. Hybridation. 

La membrane est préhybridée dans une solution de préhybridationlhybridation 

ClillRCH (NaH2P04 0,25 M, Na2HP04 0,25 M, EDT A 2 mM, héparine 0,2 mg/ml, 

additionnés extemporanément de SDS 7% (plv) et d'ARN de transfert 5 !-tg/ml), en présence 

de 100 !-tg/ml d'ADN de sperme de saumon soniqué et dénaturé. La préhybridation se déroule 

à 65°C pendant 18 heures. La membrane est ensuite hybridée dans le même tampon 

additionné de la sonde radioactive, préalablement dénaturée 10 minutes à 95°C, à raison de 

2.106 dpmlml de tampon, pendant 35 heures à 65°C. La membrane est rincée deux fois dans 

du 2X SSC (15 minutes, 65°C), une fois dans du 2X SSC/SDS 0,1% (plv) (15 minutes, 65°C), 

puis une fois dans du 0,1 X SSC/SDS 0,1% (plv) (10 minutes, 65°C). La révélation est réalisée 

par une acquisition de 3 jours au "Cyclone" (Packard) . 
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2.4. Hybridation ~~~ 

2.4.1. Synthèse des sondes ARN sens et antisens. 

Afin de localiser le transcrit codant le cm, des ARN sens et 

antisens sont synthétisées par transcription in vitro à partir du plasmide obtenu par 

3 'RACE-PCR. plasmide pGEM-T Easy possède les promoteurs des ARN polymérases 

SP6 et de part et d'autre de son clonage multiple. La sonde sens est obtenue après 

digestion du plasmide par Sphl et transcription par l'ARN polymérase SP6, et la sonde 

antisens après digestion du plasmide par PsU et transcription par l' ARN polymérase T7. 

ribosondes sont synthétisées séparément dans un volume final de 20 Ill, à 

partir plasmide et en présence de 10 d'ARN dans un 

milieu réactionnel contenant 0,25 mM de chaque nucléotide (ATP, CTP, GTP), 50 III de 

[a.33p]_UTP (2 000 cilmmole), 50 unités de Rnasin (fournisseur), 10 mM de et le 

tampon de transcription (Tris-HCl 40 mM pH 7,5, MgCh 6 mM, spermidine 2 mM). Après 

une incubation à 37°C pendant 1 

l'incubation est prolongée de 15 minutes. 

1 unité de DNase l "RNase est ajoutée, et 

Pour faciliter la pénétration ultérieure des ribosondes dans les tissus, une 

hydrolyse alcaline ménagée est réalisée, réduisant ainsi la taille sondes à des fragments 

100 nucléotides. L'hydrolyse consiste à ajouter un volume de NaHC03 80 mMlNa2C03 

120 mM, et est à 60°C pendant 83 minutes (durée calculée d'après la formule: 

t (Li - Lf) 1 k*Li ; où longueur initiale de la sonde en kb, moyenne finale 

désirée en kb, k constante de scission soit 0,11 scissionlkb/minute). ribosondes sont 

ensuite purifiées sur colonne de Sephadex G50 (Nick™ Columns, Sephadex™ G50 DNA 

Grade, Amersham Biosciences) afin d'éliminer les nucléotides non incorporés. Les ARN sont 

élués avec du tampon (Tris-HCI 10 mM pH 1 mM pH 7,5, 10 mM, 

0,1 % (plv». fractions de ] 50 III sont collectées en sortie de et la 

radioactivité est comptée sur un aliquot de chaque fraction (1/1 OOème de volume) en 

de 3 ml de liquide scintillant. fractions correspondant au d'élution de la 

radioactive sont rassemblées puis précipitées dans 0,1 volume d'acétate d'ammonium 6 M 

pH et 2 d'éthanol 100%, en présence de 10 Ilg d'ARNt de levure. culot, rincé 

à "éthanol 80% puis 1 00%, est et repris dans 0,1 M DTT à raison 1.106 dpmllll, 

puis dans 9 de tampon d'hybridation (formamide déionisée 50% (v/v), Tris-HCI 
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0,2 M 7,5, 5 mM pH Denhardt's, Na2HP04 95% 0,1 M1NaH2P04 5% 

8, sulfate dextran 10% (p/v), 500 jlg/ml d'ARNt de levure). 

2.4.2. des et montage lames. 

tissus sont fixés dans une solution de 1 X additionné 

paraformaldéhyde 4% (plv), pendant une nuit à 4°C, Les pièces sont ensuite déshydratées par 

des bains successifs de 1 X PBS (30 minutes, solution saline (NaCI 1 

3 0 4°C), de solution saline: éthanol 100% O' 1) (30 température ambiante), 

puis par des concentrations croissantes d'éthanol (70%, 85%, 95%, 100%). L'éthanol est 

ensuite remplacé par deux bains de toluène de minutes chacun. Les pièces sont alors 

imprégnées dans trois bains paraffine (3 20 60°C), avant J'inclusion 

définitive paraffine. Après cette inclusion, les blocs sont placés quelques minutes à 

4°C afin de faciliter la coupe au microtome. Des coupes sériées de 7 jlm d'épaisseur sont 

""'Ul''''''''_'' et à la de d bain-marie sans remous maintenu à 46°C, 

sont récupérées sur des James traitées préalablement à l'HCI 37% (puis éthanol 

100%, eau bidistillée et placées à 150°C pendant 5 minutes) et au 2% 

(3-aminopropyltriéthoxysilane, Sigma®) afin limiter le décollement lames 

montées avec les coupes de tissus sont séchées sur une platine chauffante à 20°C 

stockées à 4°C en présence de 

2.4.3. Pré traitement et hybridation coupes. 

étapes sont réalisées d'après le protocole de Kintner et Melton (987). 

Les sont déparaffinées deux bains successifs xylène de 10 minutes, pUiS 

rapidement réhydratées dans des bains d'éthanol (l00%, 95%, 70%, 40%, 1 minute 

Après élimination l'éthanol par un lavage dans du 1 X PBS, les coupes sont post-fixées 

pendant 20 minutes dans du IX PBS/paraformaldéhyde 4% (plv), puis rincées dans du 

2X S (NaCl 360 mM, 20 2 mM pH 7,4). de faciliter la 

pénétration des sondes dans les tissus, coupes sont traitées pendant 30 minutes à 37°C 

avec 3 jlglml de protéinase K en solution dans Tris-HCI 0,1 M 7,5, EDTA 10 mM, puis 

pendant 

15 à température ambiante 0,2 N. liaisons de la sont 

inhibées par une étape d'acétylation dans une solution triéthanolamine 0,1 M pH 8 

contenant 0,25% d'acide acétique anhydre. Au terme de ce traitement, les lames sont 

dans du SSPE, puis, juste avant le dépôt des dans de l'eau 
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L'hybridation est effectuée sur les lames égouttées, par dépôt de 18 III de 

sonde par lame, répartis entre les différentes Une lamelle est déposée, recouvrant 

l'ensemble coupes sans bulles et lames sont incubées horizontalement dans une 

boite en atmosphère humide pendant une nuit à 50°e. 

2.4.4. Autoradiographie et révélation des lames. 

étapes sont réalisées d'après le protocole de Wilkinson el al. (1987). A 

l'issue de l'hybridation, les lames sont plongées dans SSC, 10 mM pendant 

30 à 5 afin les lamelles. Un premier lavage stringent (30 minutes, 

5 SOC) est effectué dans une solution de formamide 10 mM. Après 

trois rinçages (10 minutes, 37°C) dans du tampon (Tris-HCI 10 mM, NaCI 0,5 

5 mM), l' de sonde est éliminé par un traitement à la RNase A (20 l1g/ml dans du 

NTE; 30 minutes à 37°C), suivi d'un rinçage dans du (15 minutes, 37°C). Un second 

stringent est réalisé dans conditions que le premier. lames sont 

rincées dans du 2X S SC (15 minutes, température ambiante) du 0,1 S SC (15 minutes, 

température ambiante), avant d'être déshydratées dans des bains successifs d'éthanol 

concentrations croissantes diluées dans l'acétate d'ammonium 0,3 M. 

chambre noire, les lames sont délicatement plongées dans une émulsion 

photographique (Ilford K5 Nuc\ear Track) préalablement fondue à et diluée dans du 

glycérol 2% (v/v). séchage à l'air libre pendant une nuit, les sont placées 

des boites d'autoradiographie hermétiques contenant du dessicant pendant un mois à 

La des lames un bain dans du révélateur Kodak D 19 

(2 minutes), puis dans un mélange d'acide acétique l%/glycérol 1% (1 minute), et une 

fixation dans du thiosulfate sodium 30% (2 minutes). Après deux lavages dans de 1 

bidistillée (10 oùnutes chaque), quelques sont au bleu de toluidine et mises à 

sécher. Les préparations sont finalement déshydratées, plongées dans du (2 

10 minutes) puis montées au Depex. 
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III. RESULTATS 

III. 1. =====-=-=~===-=~'-= 

1.1. Amplification par RT-PCR d'un ADNc partiel de récepteur de type insuline/IGF 

L'approche par RT-PCR est basée sur la présence au niveau la sous-unité P des 

récepteurs la famille des insulines/IGFs d'un domaine catalytique à activité tyrosine kinase 

particulièrement bien conservé au cours de l'évolution. partir l'alignement de plusieurs 

séquences protéiques du domaine tyrosine kinase (TK), et en particulier récepteur à 

l'insuline humain et du récepteur de type insuline de drosophile, deux amorces 

oligonucléotidiques dégénérées (sens, IRI et antisens, 00) ont préparées pour les zones à 

homologie en (Roovers et ar, 1995) (Figure L'amplification 

génique in vitro est sur 10 ng d'ADNc de divers tissus adultes d'huître au cours de 

40 cycles 1 minute; 1 minute; 72°C, 1 minute). Deux fragments de tailles 

à 380 et 480 bases (pb) sont amplifiés. purification, et 

séquençage, les fragments s'avèrent être finalement constitués de 3 et 475 pb (Figures 

m.6.a et m.8.a). 

Le 

séquence 

"Heat Shock 

de 387 pb code pour 129 résidus en acides ",mln",,, (Figure m.6.b). 

s'apparenter à celles de la famille des protéines de choc thermique, 

(HSPIHSC) (Figure m.7). L'obtention d'une séquence complète a 

ensuite entreprise, dans le cadre d'une collaboration avec le laboratoire IFREMER 

Montpellier DRIM, et fait l'objet d'une publication traitant de la caractérisation de la 

Shock Cognate Protein ll (HSC72) d'huître creuse Crassos/rea gigas (Gourdon 

et al., 2000). 

fragment de pb code pour 158 résidus en acides aminés (Figure m.8.b) 

qui correspondent à une séquence partielle domaine TK de récepteurs de type insuline/IGF. 

Cette homologie avec le récepteur à 1 de turbot 

Scophthalmus maximus (Sm IR) (66,5%), le récepteur type insuline de limnée 

Lymnaea stagnalis (66%), et une homologie un peu plus faible avec le récepteur de 

type insuline du nématode (42%) (Figure rn.9). séquence du récepteur 

de amsl en évidence a été nommée CIR (c. gigas insulin receptor-related 

receptor). 
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gure III.5: Localisation des amorces dégénérées al, al, a3 et a4 au niveau de la sous-unité a, et des 
amorces dégénérées IRI et IR3 au niveau du domaine tyrosine kinase de la sous-unité p. 
HsInsR et HsIGF-lR: Homo sapiens; BIInsR: Branchiostoma lanceolatum; LsMIPR: Lymnaea stagnalis; 
BgInsR : Biomphalaria glabrata ; DmInsR : Drosophila melanogaster. 

http:I;�;-l'.VT


p M GD B BM G MT 

-$75 ph 
~nl) ph 

387 pb 

IRI 
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GAG CGA GCC ATG ACC AAG GAC AAC 
F G M V Y E G E R A M T K D N 

AAC CTA CTC GGA AAG TTC GAG CTG ACT GGA ATT CCC CCC GCA CCC 
N L L G K F E L T G l P P A P 

AGG GGT GTG CCC CAG ATT GAG GTC ACA TTT GAC ATT GAT GCC AAC 
R G V p Q l E V T F D l D A N 

GGT ATC CTG AAC GTG TCA GCT GTC GAC AAG AGC ACA GGA AAG GAG 
G l L N V S A V D K S T G K E 

AAC AAA ATC ACC ATT ACC AAT GAC AAA GGT CGC CTC AGC AAG GAT 
N K l T l T N D K G R L S K D 

GAA ATC GAC CGT ATG GTC AAT GAA GCT GAG AAA TAC AAG CAG GAA 
E l D R M V N E A E K Y K Q E 

GAC GAG AAG CAG CGT GAG AGG ATC GCA GCC AAG AAC GGG TTG GAA 
D E K Q R E R l A A K N G L E 

AGC TAC GCC TTC AAC ATG AAA TCC ACC GTC GAT GAC GAG AAA CTC 
S y A F N M K S T V D D E K L 

AAG GAC 
K D K l G D F G M T 

h ... 
lR3 

Figures III.6 : Amplification par RT -PCR : caractérisation d'un fragment HsplHsc. 

: Profil de l'amplification réalisée à partir d'ADNc de divers tissus d'huître adulte et à l'aide des 
amorces dégénérées IRl et IR3. 
P: palpes labiaux, M: muscle (adducteur postérieur), GD: glande digestive, B : branchies, BM: bord du 
manteau, G : Gonade, MT : marqueurs de taille (100 à 1000 pb) (Eurogentec). 

: Séquences nucléotidique et protéique du fragment HsplHsc obtenu à l'issue de l'amplification par 
les amorces dégénérées sens IRl et antisens IR3. 
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IRI • 

FGMVYEGERAMTKDNNLLGU'ELTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVSAVDKSTGKE 
LIQVYEGERAMTKDNNLLGKFELSGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVTALERSTNKE 
LIQVFEGERAMTRDNNSLGKFELSAIPPAPRGVPQVEVTFDIDANGILNVTALEKSTGKE 
TIQVYEGERPMTKDNHLLGKFDLTGIPPAPRGIPQIEVSFEIDANAILTVSAEDKGTGNK 
LIQVYEGERAMTKDNNLLGKFELTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGIMNVSAVDKSTGKE 
LIQVYEGERAMTKDNSLLGKFELTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGIMNVSAVDKSTGKE 
LIQVYEGERAMTRDNNLLGRFDLTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVTAMDKSTGKA 
SIQVYEGERAMTKDNNALGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAKEMSTGKA 
LIQVYEGERAMTKDNNLLGKFELSGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVSATDKSTGKA 
DIQVYEGERAMTKDNNLLGKFHLTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVSPQDKSTGKT 
LIQVYEGERAMTKDNNLLGKFELTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGIMNVSAVDKSTGKE 
LIQVYEGERAMTKDNNLLGKFELAGIPPAPRGVPQVEVTFDIDANGILNVSAVDKSTGKE 
LIQVYEGERAMTKDNNLLGKFELTGIPPAPRGVPQIEVTFDVDANGILNVSAVDKSTGKE 
LIQVYEGERAMTKDNNLLGKFELTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVSAVDKSTGKE 
LVQVYEGERAMTKDNNLLGKFDLTGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVTAADKSTGKE 
LIQVYEGERAMTRDNNLLGRFELSGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILNVTATDKSTGKA 
FIQVYEGERAMTKDNNLLGRFELSGIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGILSVTATDRSTGKA 

*:****.**:** ** *.*:.*******:**:**:*::***.*:.*:. : .*.: 

NKITITNDItGRLSKDEIDRMVNEAEKYltQEDEItQRERIAAltNGLESYAFNMKSTVDDEltL 
NKITITNDKGRLSKEDIERMVNEAEKYRNEDEKQKETlAAKNGLESYCFNMKATLDEDNL 
NRITITNDKGRLSKEDIERMVNDAEAYRQADEQQRDRINAKNQLESYCFQLRSTLDDEHL 
EKIVITNDQNRLTPEDIDRMIRDAEKFADEDKKLKERVESRNELESYAYSLKNQIGDKDK 
NKITITNDKGRLSKEDIERMVQEAEKYKAEDDVQRDKVSAKNGLESYAFNMKSTVEDEKL 
NKITITNDKGRLSKEDIERMVQEAEKYKAEDDVQRDKVSAKNGLESYAFNMKSTVEDEKL 
NKITITNDKGRLSKEEIERMVQEAERYKAEDEGQREKlAAKNALESYAFNMKSAVGDEGL 
KNITIKNDKGRLSQAEIDRMVNEAEKYADEDEKRRQRVTSRNALESHVLNVKQAVEQAPA 
KQITITNDKDRFSKDDIERMVNEAEKYKADDEAQKDRIGAKNGLESYAFNLKQTIEDEKL 
NNITIKNDKGRLIQAEIDRMLSDAEKYKDEDKKQQDRVSARNQLENYVFNVKQAVDAAG
NKITITNDKGRLSKEDIERMVQEAEKYKAEDDVQRDKVSAKNGLESYAFNMKSTVEDEKL 
NKITITNDKGRLSKQEIEQMVQDAEKYKADDELKRDTITARNSLESYVYHMKSSVEDDSM 
NKITITNDKGRLSKEEIEKMVQDAEKYKAEDDLQRDKlAAKNSLESYAFNMKSSVQDDNL 
NKITITNDKGRLSKEDIERMVQEAEKYKAEDEKQRDKVSSKNSLESYAFNMKATVEDEKL 
NKITITNDKGRLSKDDIDRMVQEAERYKSEDEANRDRVAAKNAVESYTYNIKQTVEDEKL 
NKITITNDKGRLSKEEIERMVQEAERYKAEDEVQRERVAAKNALESYAFNMKSAVEDEGL 
NKITITNDKGRLSKEEVERMVHEAEQYKAEDEAQRDRVAAKNSLEAHVFHVKGSLQEESL 

* * * *: .. * : : : : : *: . ** * : : : * . * .. . . . . 

... IRJ 
!t- DItIGD FG Homologie avec BSPCg 

K-TKISDSD Drosophi/a melanogaster HSC70 82,9% 
S-SRFSPAD Drosophila melanogaster HSC-like 75,0% 
LGAKLSDDE Drosophila melanogaster HSCn 62,1% 
K-GKISDED Danio rerio HSC70 87,8% 
K-GKISDED Daniorerio HSC-like 87,0% 
K-DKISESD Mus musculus HSC70 84,6% 
--GKLDEAD Drosophi/a melanogaster HSP70 73,5% 
K-DKISPED Caenorhabditis elegans HSP70 84,3% 
--EKLSSSD Biomphalaria glabrata HSP70 77,9% 
K-GKISDED /ctalarus punctatus HSP70 87,8% 
K-GKIQEED Paralychthys olivaceus HSP70 79,3% 
K-GKISEED Tilapia mossambica HSP70 84,6% 
Q-GKINDED Cricetulus griseus HSP70 87,0% 
R-GKISEQD Mus musculus HSP70 82,1% 
K-GKISEAD Ratus norvegicus HSP70 83,7% 
R-DKIPEED Homo sapiens HSP70B 75,0% 

Figure 111.7: Alignement de la séquence protéique HSP/HSC de C. gigas (HSC72), issue 
de l'amplification par les amorces dégénérées, avec des séquences de HSC 
ou de HSP de diverses espèces. 
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GGT TGC TAG GGA CCT GTA TGG TAA 
F G M V Y E G V A R D L Y G lt 

AGG AGG GGA GAT AAA AGT GGC AGT CAA GAC TGT AAA TGA ACA TGC 
G G E l lit V A V lit T V N E H A 

AAC ATA CAG AGA AAG AAT GGA GTT CCT TAG TGA GGC ATC CAG AAT 
T Y R E R M E F L S E A S R M 

GAA GGC CTT TTC CTG TAA CCA TGT GGT ACG GTT GCT AGG GGT GGT 
lit A l' S C N H V V R L L G V V 

CTC CGA CGG ACA GCC AGC TCT GCT CAT TAT GGA GCT GAT GGA GAA 
S D G Q p A L L l M E L M E K 

AGG CGA TCT CAA AAA CTT TCT CAG GAT GCA TCG ACC GGT GGA AGA 
G D L lit N F L R H H R P V E E 

GGA CAT TGA TTC TAC TTT TGC TGG AAT AAA GGA ACA TAT TAG TCG 
D l D S T F A G l K E H l S R 

AAC TCC TCC AAC CAT TAA AAG AAT TAT TCA AAT GGC AGG GGA AAT 
T P P T l lt R l l Q M A G E l 

AGC TGA CGG CAT GGC ATA TTT AGC CGA CAA AAA GTT TGT TCA CAG 
A D G M A Y L A D lt K F V H R 

GGA TTT AGC AGC AAG AAA TTG TAT GGT TGC TGA AGA TCT TAC TGT 
D L A A R N C M V A E D L T V 

K l G D F G M T 

h ... 
IR3 

Figm:e III.S: Amplification par RT-PCR: première étape de la caractérisation du 
précurseur CIR. 

1 : Profil de l'amplification réalisée à partir d'ADNc de divers tissus d'huître adulte et à partir des 
amorces dégénérées IR! et IR3. P : palpes labiaux, M : muscle (adducteur postérieur), GD: glande digestive, 
B : branchies, BM : bord du manteau, G: Gonade, MT: marqueurs de taille (100 à 1000 pb) (Eurogentec). 

: Séquences nuc1éotidique et protéique du fragment CIR obtenu à l'issue de l'amplification par les 
amorces dégénérées sens IRl et antisens IR3. 
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ARDLYGK--GGEIKVAVKTVNEHATYRERMEFLSEASRMKAFSCNHVVRLLG 
AKGIRDD-PNEEIPVAVKTVNDRASFSDRREFLKEATTMKEFHCHHVVKLLG 

IAKGLRDDDPEEEIPVAVKTVNERANFTDTQEFLNEATIMKAFHCHHVVKLLG 
IAKDIIKG--EPEVRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKAFNCHHVVRLLG 
ARDIIKG--EAETRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKGFTCHHVVRLLG 

FGMVYE 
FGMVYE 
FGMVYE 
FGMVYE 
FGMVYE 

IAKDIIKG--DPDTRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKAFSCHHVVRLLG 
IAKGVVKD--EAETKVAIKTVNEAASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLG 

AKGVVKD--EPETRVAIKTVNEAASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLG 
AKGVVKD--EPETRVAIKTVNESASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLG 
AKDVVKD--EPMVSVAVKTVNESASIRERIEFLNEASVMKTFNCHHVVKLMG 

FGMVYE 
FGMVYE 
FGMVYK 
FGMVYE 
FGMVFE 

ILKSFPPN--GVDRECAIKTVNENATDRERTNFLSEASVMKEFDTYHVVRLLG 
ILKSFPPN--GVDRECAIKTVNENATDRERTNFLSEASVMKEFDTYHVVRLLG 
ILTQLRGE--KCNQPCAIKTVNESATAREKDSFLLEASVMKQFNTHHVVRLLG 
IAKEIVKG--KPETRCAIKTVNEHATDRERIEFLNEASVMKAFDTFHVVRLLG 
IAHGIGDH---AELRVAVKTTNENASIHDRIQILQEASIMKAFNCNHVVKLIG 

FGKVYL GNNVVSLMGDRFGPCAIKINVDDPASTENLNYLMEANIMKNFKTNFIVKLYG 
** *. * *.* * ** ** * 
VVSDGQPALLIMELMEKGDLKNFLRMHRPVEEDIDSTFAG--------IKEHISRTPPTI 
VVSTGQPALVIMELMALGDLKNYLRGHRPDEDHPG-------------------VMPPHL 
VVSRAHPYYVVMELMPLGDLKTYLQQLRPDEEHPF-------------------ATPPTL 
VVSKGQPTLVIMELMAHGDLKSYLRSLRPDAENNP------------------GRLAPTL 
VVSKGQPTLVVMELMAHGDLKSYLRSLRPEAENNP------------------GRPPPTL 
VVSKAQPTLVVMELMTHGDLKSYLRCLRSDSENNPT-----------------GRPPPTL 
VVSQGQPTLVIMELMTRGDLKSYLRSLRPDTESNS------------------GQPTPSL 
VVSQGQPTLVIMELMTRGDLKSYLRSLRPEMENNP------------------VLAPPSL 
VVSQGQPTLVIMELMTRGDLKSYLRSLRPKEQQWS------------------SLSLPPL 
VVSKGQPTLVVMELMALGDLKNYLRRHRPEEDVGLSDSPASNEAKNSPFAENDNDLPPTF 
VCSRGQPALVVMELMKKGDLKSYLRAHRPEERDEAMMTYLNR------IGVTGNVQPPTY 
VCSRGQPALVVMELMKKVELKSYLRAHRPRS-GMRPDDVSLI------AWMTGNVQPPTY 
VVSQGDPTLVIMELMANGDLKSYLRRHRPDY-----------------EMRRSIRQPPTL 
VVSRGQPTLVVMELMERGDLKTYLRSMRPDAEG---------------SLPSSPPVPPTL 
VVSQGQPTFVVMELMGRGDLKSYLKERRPDDGGIP----------------------LMR 
VISTVQPAMVVMEMMDLGNLRDYLRSKREDEVFNETDCN--------------FFDIIPR 
* * . * :: * *: * : *: : * : * .. IRJ 
KRIIQMAGEIADGMAYLADKKFVHRDLAARNCMVAEDLT 
LDILQMAGEIADGMAYLADKKFVHRDLAARNCMVSEERT 
LEILQMTGEIADGMAYLADKKFVHRDLAARNCMVAGDRT 
KEIIQMAAEISDGMAYLNAKKFVHRDLAARNCMVADDYA 
QEMIQMAAEIADGMAYLNAKKFVHRDLAARNCMVAHDFT 
KEMIQMAAEIADGMAYLNAKKFVHRDLAARNCMVAEDFT 
KKMIQMAGEIADGMSYLNANKFVHRDLAARNCMVTEDFT 
SKMIQMAGEIADGMAYLNANKFVHRDLAARNCMVAEDFT 
RKMLQMAGQIADGMAYLNANKFVHRDLAARNCMVADDFT 
KDIIQMAGVIADGMSYLAAKKFVHRDLACRNCMVAQDRT 
GRIYQMAIEIADGMAYLAAKKFVHRDLAARNCMVADDLT 
GRIYQMAGEIADGMAYLAATKFVHRDLAARNCMVADDLT 
RQIIQMAIEIADGIGVLSAKKFVHRDLAARNCMVADDMT 
QNILQMAIEIADGMAYLSAKKFVHRDLAARNCMVAGDLT 
QEIYQMVAEIADGMAYLAARKFVHCDLAARNCMVASDFT 
DKFHEWAAQICDGMAYLESLKFCHRDLAARNCMINRDET.~~~~~ 
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Figure III.9 : Alignement de la séquence protéique ClR avec des séquences du domaine 
tyrosine kinase de récepteurs de type insulineIlGF-l. 

LsMIPR : récepteur de type insuline de Lymnaea stagnalis ; BglnsR : récepteur de type insuline de Biomphalaria glabrata ; 
XlInsR : récepteur à l'insuline de Xenopus laevis ; hlosR : récepteur à l'insuline de Homo sapiens ; SmlosR: récepteur à 
l'insuline de Scophthalmus maximus ; XlIGF-lR : récepteur à l'IGF-l de Xenapus laevis ; hIGF-IR: récepteur à l'IGF-l de 
Homo sapiens; SmIGF-IR: récepteur à l'IGF-l de Scophthalmus maximus; BlIosR: récepteur de type insuline de 
Branchiostoma lanceolarum; DmIosR: récepteur de type insuline de Drosophila melanogaster; AcIosR: récepteur à 
l'insuline de Aplysia cali/ornica; AalosR: récepteur de type insuline de Aedes aegypti; BmlnsR: récepteur de type 
insuline de Bombyx mori ; HvlosR : récepteur de type insuline de Hydra vulgaris ; CeDaf-2 : récepteur de type insuline de 
Caenorhabditis elegans. 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

La caractérisation du précurseur de CIR est poursuivie par R T -PCR à partir 

d'amorces dégénérées désignées au niveau de la sous-unité a qui contient les domaines de 

liaison du ligand . Malgré une plus faible homologie de séquence, deux couples d'amorces 

oligonucléotidiques (al/a2 et 0.3/0.4) ont été déduits de l'alignement protéique de séquences 

de la sous-unité a de récepteurs de la famille (voir Figure ill.5). De nombreux fragments ont 

alors été amplifiés puis séquencés (données non présentées), mais aucun ne correspond à des 

séquences répertoriées dans les banques de données. 

J.2. Caractérisation du précurseur. 

J.2.J. 5' et 3' RACE-PCR (''Marathon''). 

A partir de la séquence partielle du précurseur de CIR obtenue par RT-PCR, deux 

couples d'amorces spécifiques Gspl (amorce sens)/Gsp2 (amorce antisens) pour la première 

amplification, et NGspl (amorce sens) / NGsp2 (amorce antisens) pour l'amplification en 

"nested", sont synthétisés. Ces amorces ont été utilisées pour rechercher par la technique du 

"Marathon" les séquences en 5' et en 3' du fragment de RT-PCR. L'amplification réalisée à 

partir d'une banque d'ADNc de bord du manteau conduit à l'obtention d'au moins 

6 fragments d' ADNc en 3' du fragment de RT -PCR, de tailles approximatives comprises 

entre 800 et 2000 pb (Figure ill.lO.a). Les fragments de 1300 et 2000 pb (6,1 et 2) sont 

extraits et à nouveau séparés sur gel afin de bien les individualiser (Figure ID.lO.b) en vue 

d' être sous-clonés. Les clones sont contrôlés par extraction des plasmides au 

phénol/chloroforme. Les plasmides recombinants sont alors séquencés dans un premier temps 

à partir des amorces "reverse" et universelle du site de multi-c1onage du plasmide pour 

déterminer les extrémités 5' et 3' du fragment inséré, puis à partir des amorces spécifiques 

sens et antisens. Un fragment de 3 'RACE de 1155 pb (soit 874 pb supplémentaires du côté 3' 

du fragment de RT-PCR) est obtenu. 

J.2.2. Criblage d'une banque d'ADNc. 

La séquence de 3 'RACE, extraite du vecteur plasmidique par digestion 

enzymatique (EcoRl ou PstVSacII), est utilisée comme sonde pour le criblage de 300 000 

clones de phages d'une banque d'ADNc de bord du manteau titrée à 8.109 pfu/rnJ (nombre de 

plages de lyse formées) . Le criblage primaire aboutit à la sélection d'un spot de plages de lyse 
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Figure III.I0 Technique du "Marathon cDNA Amplification" : seconde étape de la 
caractérisation du précurseur de CIR • 

• : Profil de l'amplification en "nested" réalisée avec les amorces NGsp2 (puits 1 et 2) et NGspl 
(puits 3 et4) à partir de Y2 (puits 1 et 3) ou de 1/10ème (puits 2 et 4) de la précédente amplification 
par Gspl (3'RACE-PCR) et Gsp2 (S'RACE-PCR). 

: Contrôle de la purification des fragments de 3'RACE-PCR. Les puits 3 et 4 (migration des 
fragments amplifiés et purifiés 1 et 6) pennettent de visualiser des fragments de tailles estimées à 
2000 pb (1) et 1300 pb (2). 

Les amorces (Gsp et NGsp) sont spécifiques du fragment de RT-PCR précédemment obtenu. 
MT : marqueurs de taille (100 à 1000 pb) (Eurogentec). 
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Figure IILll : Criblage d'une banque d'ADNc de bord du manteau: troisième étape de 
la caractérisation du précurseur CIR. 

1 et Il : Contrôle des phages issus des criblages primaire (3) et secondaire (b) de la banque (sonde 
issue de la 3 'RACE-PCR) par amplification à partir des amorces ~ 1 et ~2 spécifiques de CIR. 

l' : Contrôle des clones issus de l'excision in vivo des phages de la plage de lyse CIl par amplification 
à partir des amorces spécifiques ~ 1 et ~2. 

LI : Taille de l'insert des clones 6 et 12 déterminée par digestion enzymatique par XhoIlEcoRI . 
. : Digestion des clones par EcoRI/XhoI (1), EcoRI/SacI (2), EcoRIlEcoRV (3), EcoRV/XhoI (4), 

XhoIlSacI (5), EcoRV/SacI (6). La double digestion XhoIlSacI * est totale avec 5 fragments 
générés (1 à 5) de tailles respectives approximatives de 3000 pb, 2500 pb, 1500 pb, 1000 pb et 
750 pb. MT: marqueurs de taille de 100-1000 et de 100-10000 pb (Eurogentec). 
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Figure 111.12 Profils des amplifications de 5'RACE-PCR: quatrième étape de la 
caractérisation du précurseur CIR. 

a : Amplification en "nested" par l'amorce NCIR d'l J.11 de l'amplification d'ARN polyadénylés 
(l) ou d'ARN totaux (2) rétrotranscrits par l'amorce RT-CIR et amplifiés par CIR. 

: Amplification réalisée à partir d'ARN polyadénylés de bord du manteau rétrotranscrits à partir 
d'amorces aléatoires (nrandom primers", Promega). La reverse transcription est effectuée à une 
température de 50°C (1) ou à 40°C (2). L'amplification est réalisée à partir de l'amorce RT-CIR 
puis en "nestedn à partir de l'amorce NCIR. 

Amplification réalisée par l'amorce 85CIR, à partir des ADNc précédemment obtenus 
(rétrotranscription par les amorces aléatoires). 

MT: marqueurs de taille de 100-1000 et de 100-10000 pb (Eurogentec). 



- Caractérisation et expression d'un receDf,eur homologue de type insuline -

(contrôlé par amplification par les amorces pl et p2 du précurseur de CIR) 

(Figure m.ll.a). criblage secondaire réalisé à partir des phages de ce spot permet 

une plage de lyse positive nommée CIl (Figure m.ll.b). Après excision in vivo phages 

de la plage de lyse CIl, la présence de plasmides recombinants est contrôlée par amplification 

par les amorces pl et p2 (pour éliminer d'éventuelles plages de lyse contaminantes) (Figure 

m.H.c). Deux clones (6 et 12) contenant un insert correspondant au précurseur de CIR sont 

isolés. La taille de !'insert, environ 6 kb, est déterminée digestion enzymatique par les 

enzymes de restriction XhoI et (Figure llI.ll.d). carte de restriction de l'insert est 

établie par double digestion XhoI/SacI (Figure m.l1.e). Six fragments de tailles 

approximatives de 3000 (plasmide linéarisé), 2500, 1500, 1000, 750 pb sont obtenus. 

4 sont purifiés puis sous-clonés. Un contrôle clones positifs est 

digestion enzymatique par Sad pour les clones des fragments 750, 1000 et 1500 pb, et par 

XhoI/Sad pour les clones du fragment de 2500 pb. Seuls les inserts de 2500 et 1500 pb ont pu 

sous-clonés. estimé à 2500 pb est réellement de 2448 pb codant 

pour la fin de l'extrémité 3' non traduite (3'NTR) du précurseur de CIR (Figure m.I3). 

fragment estimé à 1500 pb correspond à une séquence de 1140 pb codant pour la fin du 

domaine transmembranaire (TM) jusqu'aux 48 premiers aminés du domaine 

C-terminal du précurseur de (Figure m.13). A partir des séquences de 2448 pb et de 

1140 pb, des amorces spécifiques antisens et sens sont préparées afin de poursuivre 

ultérieurement le séquençage complet du clone d'environ 6 kb. 

1.2.3.5'RACE-PCR. 

A partir l'extrémité 5' de la séquence disponible, des amorces spécifiques sont 

synthétisées dans le but de poursuivre la caractérisation en 5' de la séquence du précurseur. 

première amplification de 5'RACE-PCR est effectuée sur des ARN totaux 

bord du manteau rétrotranscrits à partir de l'amorce CIR, et sur des ARN polyadénylés et 

ARN totaux de bord du manteau rétrotranscrits à partir de l'amorce spécifique RT-CIR. Une 

ré-amplification une amorce interne (NCIR) est sur les ADNc à 

partir de j'amorce spécifique RT-CIR (Figure m.l2.a). Six fragments sont obtenus, malS 

seuls les fragments 1 et 6 de 480 pb (taille réel.le de 450 pb) ont pu être caractérisés. 

La "",""VU",,", réaction de 5 est effectuée avec les amorces R T -CIR puis 

NCIR sur des ARN polyadénylés de bord du manteau rétrotranscrÎts à partir d'amorces 

aléatoires. Un fragment de 1100 pb (taille réelle de 1058 pb) a été séquencé (Figure m.12.b). 
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Figure III.l3 : Etapes de la caractérisation du précurseur de CIR (a) et schéma de la 
stratégie de séquençage (h). 



R N VIS A Q C SE C Q S E E l Q S 
CGC AAT GTG ATT TCT GCC CAG TGC TCT GAA TGT CAA AGT GAA GAA ATT CAA TCA 

S E G K G G E T L F X X N R R X F S 
AGC GAG GGT AAA GGA GGG GAG ACG CTG TTT AAA AAG AAT CGC CGC AAA TTC TCC 

N I T L P T N L P L K P N P T L 
AAT ATC ACT CTT CCC ACC AAT CTA CCG CTG AAG CCA AAC CCA ACC CTA CGG AGA 

ARR Y S REA S L P Y N A S A 
CAA AGG GCG CGG AGG TAC AGT CGC GAG GCG TCA TTA CCA TAC AAC GCC TCC GCT 

V N G L KI N L S D S E E ND T D V 
GTG AAC GGA CTA AAG ATC AAC TTG AGT GAT TCT GAA GAG AAC GAC ACC GAT GTT 

V N B T EK D L P F N R V l V Q T P 
GTC AAT GAA ACA GAG AAA GAC CTC CCT TTC AAC AGA GTC ATA GTA CAG ACG CCC 

V Q K N D M S y Ils N L G H F Q D 
GTG CAG AAG AAC GAC ATG AGT TAC ATT ATC AGT AAC TTG GGC CAC TTT CAG GAC 

y RIE V lAC Q E R D P R D P A K 
TAC AGA ATC GAG GTG ATA GCA TGT CAG GAG CGA GAC CCG CGG GAT CCA GCC AAA 

l K L C SIR AIS L G RTL P D K 
ATA AAG CTG TGC AGC ATC CGT GCT ATT TCA CTA GGT CGA ACC CTG CCT GAC AAA 

NAD NID P K T l K l Y K M S N ~ 

AAT GCT GAT AAC ATT GAT CCA AAA ACT ATT AAA ATT TAC AAA ATG AGC AAC AAG 

T G E V l V Y W E E P K E P N G L l 
ACA GGG GAG GTG ATC GTG TAT TGG GAA GAA CCT AAG GAA CCG AAT GGT CTT ATC 

L S y D l Q y l K V M K D V K P N T 
TTA AGC TAC GAT ATC CAG TAC ATC AAA GTT ATG AAA GAT GTG AAA CCG AAT ACC 

L C V P H L K Y K K l G G Y K L Q K 
CTG TGT GTA CCT CAT CTG AAG TAC AAG AAG ATA GGC GGC TAC AAA CTC CAG AAG 

L D P G N Y S V Q IRA l S L A F T 
TTG GAT CCA GGG AAC TAC TCC GTA CAG ATC CGG GCC ATC TCC CTG GCC TTC ACA 

T N Y T EP R Y F V V SAP T T T A 
ACC AAC TAC ACA GAG CCC AGA TAC TTT GTT GTG TCT GCC CCA ACG ACC ACT GCC 

H W P PET 
CAT TGG CCA CCT GAG ACC ATC ATC GCT GTC ACA GTA TCG GGG GTC CTC CTC CTA 

R S R F K K 
ATC CTC ATT GTG GTC ATC GGC GTG TGG TTC ATC GCC CGC AGC AGA TTC AAG AAA 

l P D R P D F T SI N P 0 y E H Y N 
ATT CCT GAC AGA CCC GAC TTC ACT TCT ATC AAC CCT GAT TAC GAG CAT TAC AAT 

P D E W EVE R D K l Q L IRE L G 
CCT GAT GAG TGG GAA GTG GAG CGT GAC AAG ATT CAA CTC ATC CGT GAA CTA GGT 

Q G 5 F G M v i E G V A R D L 1 G K 
CAA GGG TCA TTT GGT ATG GTG TAT GAA GGG GTT GCT AGG GAC CTG TAT GGT AAA 

G GEl K V A V K T V N B H A IT 1 RI 
GGA GGG GAG ATA AAA GTG GCA GTC AAG ACT GTA AAT GAA CAT GCA ACA TAC AGA 

B R M E F L S E A S R M K A F S C N 
GAA AGA ATG GAG TTC CTT AGT GAA GCA TCC AGA ATG AAG GCC TTT TCC TGT AAC 

H V V R L L G V V S D G Q PAL L l 
CAT GTG GTA CGG TTG CTA GGG GTG GTC TCC GAC GGA CAG CCA GCT CTG CTC ATT 

18 
54 

36 
108 

54 
162 

72 
216 

90 
270 

108 
324 

126 
378 

144 
432 

162 
486 

180 
540 

198 
594 

216 
648 

234 
702 

252 
756 

270 
810 

288 
864 

306 
918 

324 
972 

342 
1026 

360 
1080 

378 
1134 

396 
1188 

414 
1242 



MEL M E K G D L K N F L R M H R P 
ATG GAG CTG ATG GAG AAA GGC GAT CTC AAA AAC TTT CTC AGG ATG CAT CGA CCG : 

V E E D I DS T F AGI K E HIS R 
GTG GAA GAG GAC ATT GAT TCT ACT TTT GCT GGA ATA AAG GAA CAT ATT AGT CGA! 

T P P IT l KI R l l Q MAG E lA 0 G i 
ACT CCT CCA ACC ATT AAA AGA ATT ATT CAA ATG GCA GGG GAA ATA GCT GAT GGC: 

M A . L AD K K F V H R 
ATG GCA TAT TTA GCC GAC AAA AAG TTT GTT CAC AGG GAT TTA GCA GCA AGA AATi 

C E D L IT V KI l A 

T:T A: G G; T G: T G~ G: T C; T A; T G:C ~ A:T G:T G:T T:T G:C A:G ACA AGA 1 

GAC ATA TAT GAG ACT GAT TAC TAC AGA AAG GGA GGT AAG GCG TTG TTA CCG GTG! 

I s L Jltl D GIF T S L S D: 
AGA TGG ATG GCT CCT GAG TCC CTG AAG GAC GGT ATA TTC ACC AGT CTG TCA GAc i 

V W s i G V V L W E MAT L A A Q P i 
GTA TGG TCG TAT GGT GTG GTG TTG TGG GAG ATG GCT ACC CTA GCC GCC CAG ccci 

• Q G L SNE E V L R • V L N G R V i 
TAC CAG GGA CTG TCC AAT GAG GAG GTC CTG AGA TAC GTG TTA AAC GGT CGG GTc i 

M E K P E D C P D R L FEL M Q K C: 
ATG GAG AAA CCC GAG GAC TGT CCA GAC AGA CTG TTT GAG TTA ATG CAA AAA TGT : 

............... ........ .......................... .......... .. ........... ......... ...... ...... ...... ...... i 

432 
12 9 6 

450 
1350 

468 
1404 

48 6 
1458 

504 
1512 

522 
15 66 

540 
1620 

558 
1674 

576 
1728 

594 
1782 

W R • R P K Q R p l r-T--.. ---+-i - Jlt-'I E ILE E L 612 
TGG CGC TAC AGA CCA AAA CAA AGA CCA ACC TTc i AAG GAG ATT CTA GAG GAG TTG 1836 

; ...... 

v PEL D P S FAN K S y F F S D E 630 
GTG CCA GAG CTG GAC CCA TCG TTC GCT AAC AAG TCA TAC TTT TTC AGT GAT GAA 1890 

N K Q D S LE Y l E E G D E D M D E 648 
AAT AAA CAA GAC TCG CTT GAG TAC ATT GAG GAG GGT GAT GAG GAT ATG GAC GAG 1944 

S K T P F l Q N EDE C D M K G A E 666 
TCA AAA ACT CCT TTT ATT CAA AAT GAG GAT GAA TGT GAC ATG AAA GGG GCG GAG 1998 

G G V D L PEL P D Q D l D D D l D 684 
GGG GGC GTG GAC CTC CCA GAG CTC CCA GAC CAA GAT ATT GAT GAC GAT ATA GAC 2052 

L G E D Y Y P P G Y Q E A Q H S y Q 702 
CTC GGG GAG GAT TAC TAC CCT CCC GGC TAT CAG GAA GCA CAG CAT TCG TAT CAG 2106 

N GEL F PEL R l D K V N N V L Y 720 
AAC GGG GAG TTG TTC CCC GAG CTG AGG ATT GAT AAA GTG AAT AAT GTG TTG TAT 2160 

S R P Q A D K L M L N G TEP C D C 738 
TCT CGT CCA CAA GCG GAC AAG CTG ATG CTG AAT GGC ACC GAG CCT TGT GAC TGC 2214 

l L T Q E P N P D S B P D Q R F S S 756 
ATT CTC ACG CAG GAG CCG AAC CCC GAT TCT CAC CCG GAT CAG CGG TTC AGT TCT 2268 

C S N P Y S A l G S S D D S K D 1 S si 774 
TGT TCC AAT CCC TAC AGT GCA ATA GGT TCA AGT GAC GAT AGC AAG GAC AGC TCA 2322 

[!J S S S S S y A Q M N G V HIA N G 792 
AAA AGT TCC AGT AGC AGT TAC GCT CAA ATG AAC GGC GTC CAT ATT GCG AAC GGA 2376 

HIA M H H L K 1 T T ~ g * 
CAT Arr GCC ATG CAT CAC rrA AAA ACG ACA AAA TGC TAC 

805 
2415 GTGTTATATTTTCCTCATTT 

CTTTCCCCCTTCATAGTCATGTCTTAaGATAGATGTTATTGTGATCTCATTTTTACCaTATGTCATTGTTTTCCATCATCTGA 
ACTGtCAGTTTTATGAAAATTCTTTCCATGTGTGTTGACAGTAGTCAACTCATCAGACTTGGTCAAAATAGGAAATACGTTGG 



ATTCATGTTTTCCAACTTTGTGGTTTTCTTTTTTTTTGTCAGGTGAGAATGCTATGGGGCGTGGGTTGAAACATGTTGAATGT 
ATGATTACATTGAGCTCTGTTGAATATCTCAGTCCCATGTTGATGACAGATCTTTGATGTTTTTTGAGATTAATTTTATGAAC 
TGATTTTATTTTTACCAATTAGTATAATGTNGAAGGNTTATTCT Il 

//ATTTTGAAGTCGGATTTTAATTTGATCTTGCATTTCAAGCATTATTTAATATTAAATTTCTAGAATTTCCTAC 
CTTTATGCCAATTTAGAAAAGAATTTTTCTTGTAAGATTTTTGTTGAAAATCTCTACATAACAATGTTAGTATAT 
TTAGTGCCAAGTGTGCTGCATTACACAGATGTTTCCTATCCAAGACAAGAGATGGTCTACCATCTCCCCTTCAGT 
TAGGAACACGGTCTGGTTTGGACTAAGCAACATTCCTTCACATTATTCTCAGTACAGGTCCTGCCCACCTCATAC 
ATGTACATTGCGGAGTTCAAGGTTTTGATATTGACTGAGTGTATACAGAGCAGTGTGATAGAAGAGGCGAAATGT 
GTCCAAACGAATAAAAGCATATTTATGAAATTATTTAATATGGCATTTGTGATTCACTGGTTGGTTGTTAATCAT 
TTTGAAAACAGGAGAGACAAAAAGATTGTGTATGATACTTTGTTGAATGGTTTTTAATGACCTTAGGAAGAGTAA 
AGAAATTTTTTGTTTGTTTTTCAAATGTATTCTTTGAAATTAATGCAGACCCGTTTTGACATTTTTTTCCCTACT 
GGCATTTATTGTTACATATCTTACATGAAATCATGCAGATATACAAGGAGACCAAAATTAGTGAGTGATTACATC 
ATGTCTATTTATATCTGTCATTATTATGTAGAAGTAACCTCTCGCTCTCTCTGGGTTTGTCCGTACCTCGGTCCT 
TCATCTGCAAACCTCTCTCGCTGCTCATCAATTATTGGTGGCAGATTGTTGAACTTCTAGCCAATCAAAAACTGC 
TATGAAAAAATGGAGAGGTGGTTGGGGGGGTCAATCACTGCCAAGCAATTAAGGGACAGATAAGGTGATGTGTAA 
TGGGGTATTCCATGCATTAGAAATTAAATGCACTTTGTGAACACGTAATCAGTCACCAGATTCAATTTTTTTTTA 
TTTATTTAAATTGTTCTCATTGTTTTAAGTGATTCTTCCTATTTCTAAATTATTTTAGAATAATGCTATCGAAAC 
ACAGAGTTCAGATATGGTTCAAGATAAAATAAAGACATTCTTTTTAAAACTTTATTTAAAACTAAGCCTACAGCA 
GATGAAGGGCACACATTGTGTTGATCATAAGAGACATGCCTGTATTATTNTATGTTTCTACCTCTTCTCGTACAC 
ATATATTTATTGTTGTCATACGGGACTAATGCATTTCACTTCCAAATAGGTGGTCTTTGGAATTTTTTAAGTTAA 
CAAAACATCTGTCATTTCAACAACATGAAATCTTGGGGATTTTTTTTATTTGAAGATGGGTTGTTAAGAAAAATG 
AAGGCATTCAATAATTTATGTTTTAAAAGGGAACAATTTTTGCTTACTTTTATTCTTTTAATTTTTTACTGAATT 
GGTTAGATATTTTCACAATTTTATAATTGTATTTAAATAAGGTATTCATTTTCAATTTACCAGGTATTTTATGCA 
TTACACAGAAACTGATAGTCAATAAAGTGTTGCTATATGNAATAGAAATTGTCCATGTAATTGCATGCTATAAAA 
ATCATTTATAGAAAAGAACTTTTAAGATATTAAACAAAATCAATACTTGGAGAAACATTTCCTGTACCACTTTTG 
TGTTTACTATTATATTTAGGGAAACCAAATTTTTATTACACAATTTTCAGGCAGTTTCATACTAGACAGGATTTT 
ATATACAATTTACATCCATATTTAAATGTTTCTTGAATGATTCAGCAACTGATGACATTGTTGTCAGTACTGAAA 
ATATGTGTACATTTTTATTCATACAAATACTATGTTATGTGAGATTTGATGAGTGACTGGATATATATGTATTGA 
CGAGAAGTAAATGTGTGTGGTGTGGATGTGGTGAATGTGAAACAGAAGCTCTGTCATATTCTAGTTCTTCTGTAT 
TCAAAAATAAAATTCGAAGTACAAAATTTGATATAAGTTGTAAATTTATTTATTTTCTTTCCCATCTTTTATTGG 
TTTTGGAAGCAGTACTGATCAGAGATTATCAAAGATTCCATTAATTTATTATTTTAAAAATCTTTTTTTCAATTT 
TTTTTTTAATTTTATGAAATATAATTTATTTCAAATGATATTTTGTTAACAGTGATAAATGTTTTGGAGTAAATC 
TGCTAAGAATGTGTTTCTGGAAGCCTAGAAGTATGCTGGTCTGATTCAGTGCTGTATACACAGATGAGTATTTAT 
TTAAAACGGAATCAGCTCTGTGGTTCAATTTATACTGTTGTCTGTTGATCACATGACCATATAGTCGTTCATTTG 
ATTCAAGTGGCATTGTCATTGGGCTGTACATAACTGCATTCAATTTTTGTAGCTTTTGCCTACCAACCAAAGTAC 
AAAAA TGATTGTGT AAATAAAAAGCGAGTCATAAAAAAAAAAAAAAA 

Figure III.14 : Séquence nucléotidique et séquence protéique de l'ADNc partiel codant 
pour le récepteur CIR de l'huître creuse Crassostrea gigas. 

a : Séquence nucléotidique et séquence protéique de CIR. 
Le site de clivage protéolytique tétrabasique est surligné en (le second site potentiel de clivage 
est figuré par des acides aminés colorés en rouge), le domaine transmembranaire en . et le domaine 
tyrosine kinase est encadré par des pointillés. Les cystéines de la sous-unité a ainsi que les sites de N
glycosylation sont colorés en bleu. Les sites d'internalisation du récepteur activé, de fixation de 
l'ATP, de liaison de l'IRS-I, le site majeur d'autophosphorylation, et le motif de liaison de protéines à 
domaines sm sont surlignés en jaune. Les motifs caractéristiques des protéines à tyrosines kinases de 
la famille des RinsIRIGF-l sont sur 1 ignés en _ . Les motifs de phosphorylation par la protéine 
kinase C sont encadrés en ~ert clag et les motifs de phosphorylatio~a caséine kinase II sont 
colorés en vert. Les résidus tyrosyl du domaine TK sont surI ignés en _ et les résidus tyrosyl du 
domaine C-tenninal sont colorés en rouge. 

b: Séquence nucléotidique de l'extrémité C-tenninale de la région 3' non traduite (3 'NTR) 
correspondant à la queue poly(A") du précurseur de CIR. 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

Les séquences de ces deux clones ont la même origine sur la séquence connue du 

précurseur CIR, à savoir l'extrémité 5' du domaine tyrosine kinase, et permettent de remonter 

via le domaine transmembranaire et le site de clivage protéolytique de 156 pb jusqu'à la fin de 

l'extrémité carboxy-terminale de la sous-unité a du précurseur (Figure ID.13). 

Une troisième amplification de 5'RACE-PCR est alors réalisée sur les ARN 

polyadénylés de bord du manteau rétrotranscrits à partir d'amorces aléatoires, mais avec cette 

fois-ci les amorces spécifiques 85CIR et 85NCIR désignées au niveau de l'extrémité 5' de la 

séquence de l'insert du clone issu de la seconde amplification de 5'RACE-PCR. Deux 

fragments de tailles estimées à 900 et 1000 pb sont obtenus et en cours d'analyse 

(Figure ID.12.c). 

1.3. Analyse de la séquence partielle du précurseur de C1R. 

1.3.1. Séquence nuc/éotidique. 

La stratégie de séquençage utilisée (Figure ID.13) conduit à la caractérisation 

d'une séquence codante de 2416 nucléotides et des extrémités de la région 3' non traduite 

(3'NTR) (Figure ID.14). La séquence 3'N1R représente 4 à 4,5 kb dont les 2448 nucléotides 

de l'extrémité 3' incluant la queue polyadénylée ont été séquencés. La queue poly(AJ, 

composée de 18 résidus adénosine, est précédée d'un site de polyadénylation nucléaire 

(AATAAA) localisé Il nucléotides en amont (Figure III.14.b). 

1.3.2. Séquence protéique. 

L'analyse de la séquence partielle du précurseur de CIR indique l'existence d'une 

seule phase ouverte de lecture. Elle représente une séquence peptidique de 804 acides aminés 

(Figure ill.14.a). Par analogie avec les séquences de récepteurs de type insulinelIGF-l 

précédemment caractérisés chez de nombreuses espèces de Vertébrés et d'Invertébrés, cette 

séquence correspond à la région carboxy-terminale de la sous-unité a et à la totalité de la 

sous-unité ~ (Figure ID.13). 

Les deux sous-unités pourraient être clivées au niveau d'un site potentiel de 

clivage protéolytique de 4 acides aminés conservé et aligné avec les séquences de 

Vertébrés et contenant une séquence dibasique, situé 52 résidus en aval du début de la 

séquence connue. Un second site potentiel de clivage pourrait être [K-K- -R-R-K]. 

till 96 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

La sous-unité a incomplète comporte pour l'instant 56 résidus, parmi 

lesquels 2 sites potentiels de N-glycosylation, [N-I-T] et [N-P-Tj, et deux résidus cystéine 

conservés. 

La sous-unité f3 complète représente 748 résidus et comporte 5 domaines 

structuraux caractéristiques des récepteurs de type insulinelIGF-l. 

- La région extracellulaire de la sous-unité f3, comprise entre le site potentiel de clivage 

protéolytique des deux sous-unités et le domaine transmembranaire, est caractérisée par la 

présence de 7 sites de N-glycosylation [N-X-S] ou [N-X-TJ . 

- Le composé de 24 acides aminés, pour l'essentiel de 

caractère hydrophobe (Figure m.lS), est susceptible de ce fait de s'organiser en hélice a. Il 

est immédiatement suivi en sa partie carboxy-terminale d'un triplet d'acides aminés 

hydrophiles [R-S-RI qui constitue un signal de fin de transfert à l'origine de l'ancrage de la 

chaîne f3 dans la membrane lors de la biosynthèse du récepteur. 

- Le domaine juxtamembranaire de caractère hydrophile est composé de 38 résidus 

(Figure m.lS), dont le motif [N-P-X-Y] qui représente un signal potentiel d'internalisation 

du récepteur activé. 

- La principale caractéristique de la sous-unité f3 réside en la présence d'un domaine 

catalytique! à activité tyrosine kinase (TK) qui se compose de 288 acides aminés dont 

11 résidus et notamment le motif [Y-X-X-X-Y-Y], site majeur de 

l'autophosphorylation et donc de l'activation du récepteur. Le domaine TK, du fait de sa 

fonction, comporte également un site potentiel de liaison de l'ATP [G-Q-G-S-F-G-X-V-XI9-

K] responsable de la fixation de l'ATP et de l'autophosphorylation des résidus tyrosine du fait 

du transfert de groupements phosphoryles, et une séquence potentielle de liaison de la 

protéine d'ancrage IRS-l, substrat des résidus tyrosine phosphorylés, [I-A-D-G-M-A-Y -L-A

D-K-K-F]. Le domaine TK comporte également deux motifs caractéristiques des protéines 

kinases et deux motifs indicateurs de la spécificité du domaine TK pour les 

substrats des résidus tyrosyl phosphorylés et (Hanks 

et al. , 1988), ainsi que deux motifs "signatures" des récepteurs TK de classe II et 

tm~~ (Jonas et al., 1996). Le domaine TK comporte également 5 motifsl [Srr-X-R/T11 de 

phosphorylation par la protéine kinase C et 6 motifs ISfT -X-X-D/EI de phosphorylation par la 

caséine kinase II, dont 3 motifs chevauchant. 

- La sous-unité f3 s'achève par un dernier domaine caractéristique, le domaine 

carboxy-terminal, de 199 résidus dont une forte proportion d'acides aminés de nature 
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Figure III.15 : Profil d'hydrophobicité de la séquence protéique partielle du précurseur 
CIR. 

Le profil d'hydrophobicité est généré par le programme Protscale (http://expasy.org/cgi
biniprotscale.pD d'après la méthode décrite par Hopp et Woods (1981). En abscisses, la position des 
acides aminés, et en ordonnées, le score d'hydrophobicité calculé. La région rouge représente le 
domaine transmembranaire hydrophobe, suivi du domaine juxtamembranaire hydrophile, et la région 
verte représente le domaine tyrosine kinase, suivi du domaine C-terminal hautement hydrophile. 

http:biniprotscale.pD
http://expasy.orglcgi
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hydrophile (plus de 50%) (Figure m.1S). Ce domaine renferme également 9 résidus tyrosine 

dont certains représentent des sites potentiels de phosphorylation, et le dernier, contenu dans 

le motif [Y-X-X-M], participe à l'élaboration d'un excellent site de liaison pour les protéines 

à domaines SH2 et donc à la transmission du signal. De plus, ce domaine comporte 2 motifs 

de phosphorylation par la protéine kinase q [S/T -X-RlT]l et 2 motifs de phosphorylation par la 

caséine kinase II [Srr-X-X-DfE), qui doivent probablement également jouer un rôle dans la 

signalisation. 

1.4. Comparaison de la séquence protéique du précurseur de CIR avec les séquences 

de récepteurs de type insulinelIGF-l d'Invertébrés et de Vertébrés. 

La séquence CIR incomplète est alignée avec les séquences tronquées (pour un 

alignement plus proche) des récepteurs de type insuline de deux mollusques gastéropodes, 

Lymnaea stagnalis (LsMIPR) et Biomphalaria glabrata (BgInsR), d'insectes, Drosophila 

melanogaster (DmInsR), Bombyx mori (BrnInsR) et Aedes aegypti (AaInsR), d'un cnidaire, 

Hydra vulgaris (HvInsR), et d'un nématode, Caenorhabditis elegans (CeDAF-2) (Figure 

m.16). A noter que l'alignement ne tient pas compte des séquences de récepteurs de type 

insuline identifiées chez les spongiaires (Schacke et al., 1994; Skorokhod et al., 1999) pour 

cause de séquences incomplètes au niveau de la sous-unité (3. La séquence CIR est également 

alignée avec les séquences tronquées (pour un alignement plus proche) du récepteur de type 

insuline de l'amphioxus Branchiostoma lanceolatum (BlInsR), des récepteurs à l'insuline 

(XlInsR) et à l'IGF-1 (XlIGF-1R) du xénope Xenopus laevis, des récepteurs à l'insuline 

(SmInsR) et à l'IGF-l (SmIGF-1R) du turbot Scophthalmus ma;'dmus, et des récepteurs à 

l'insuline (HsInsR) et à l'IGF-1 (HsIGF-1R) de l'homme Homo sapiens (Figure m.17). 

La séquence du précurseur de CIR présente une homologie globale plus 

importante avec les séquences de récepteurs de Vertébrés (de 38,9% avec SmIGF-1R à 41,2% 

avec XlInsR et 41% avec BIInsR et SmInsR) qu'avec les séquences de récepteurs 

d'Invertébrés (de 27,7% avec CeDAF-2 à 38,9% avec LsMIPR et BmlnsR) (Figures m.16.b 

et m.17.b). En outre, le · précurseur de CIR semble plus homologue aux récepteurs à 

l'insuline de xénope et de turbot qu'aux récepteurs à l'IGF-1 ; respectivement 41,2% et 41 % 

contre 39,8% et 38,9%. Mais cette tendance ne se confirme pas vis à vis des récepteurs 

humains à l'insuline (40,1% d'homologie) et à l'IGF-1 (40,5% d'homologie). 
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Homologie par domaines 
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CfR/ LsMIPR ---.. 
CfR/ BgInsR ---.. 
CfR/DmInsR ---.. 
CfR/BmlnsR ---.. 
CIR/ AaInsR ---.. 
CfR/ HvInsR ---.. 
CfR / CeDAF-2 --. 
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---.. 38,9 --. 34,9 
--. 29,6 
----.. 38,9 
----.. 37,9 
--. 35,9 
--. 27,7 

Figure III.l6 : Alignement et homologie de la séquence protéique partielle Cm. avec des séquences de 
récepteurs de type insuline d'Invertébrés. 

a : Alignement global des séquences protéiques par le programme ClustalW du logiciel BioEdit. 
LsMIPR : Lymnaea stagnalis; BgInsR: Biomphalaria glabrata ; DmInsR : Drosophila melanogaster ; BmInsR : 
Bombyx mori; AaInsR : Aedes aegypti; HvInsR : Hydra vulgaris; CeDAF-2 : Caenorhabditis elegans. 
En rouge, les acides aminés présentant 100% d'identité, en bleu, les acides aminés présentant 100% de 
similitude. Les sites potentiels de N-glycosylation et le domaine transmembranaire sont soulignés. Le site de 
clivage protéolytique, les régions caractéristiques des protéines à tyrosine kinase de la famille RinslRIGF -1, 
le site d'internalisation du récepteur, et les sites de liaison de ~nes à domaines SH2 sont sur1ignés en 
jaune. Les résidus tyrosyls du domaine TK sont surlignés en _ et les résidus tyrosyls du domaine C
terminal sont surlignés en Les résidus du site potentiel de liaison de l'insuline sont surlignés en • •• 
b : Pourcentages d'homologie globale et par domaine entre la séquence CIR et les séquences d'Invertébrés. 
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QNGSMN LRIP l< TL~ 
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-KNERAl·1 PLLQS SA5: 
-KNGRI :'TLP RSNPS 
-KNERAl PLP ',2S STf: 

Domaine rB Domaine 
Cystéine TM TK 

Homologie par domaines Homologie globale 
(%) (%) 

CIR/ BlInsR -----. ! 29,4 37 45,5 : 68,8 17,6 -----. 41 
CIR/ XlInsR -----. : 32,1 47,6 ! 65,2 19,1 -----. 41,2 
CIR/XIIGF-IR -----. : 31,7 34,9 ! 68,9 17,6 -----. 39,8 
CIR/ SmInsR -----. • 32,3 38,1 ! 68,9 19,6 -----. 41 

CIR/ SmIGF-IR -----. 25,2 20 39,5 1 67,4 22,5 --.. 38,9 

~ CIR/ HslnsR -----. 32,9 24 40,4 ! 67,4 18,1 -----. 40,1 

CIR / HsIGF-IR -----. 29,6 25 37,2 : 69,7 18,6 -----. 40,5 

Figure IILI7: Alignement et homologie de la séquence protéique partielle de CIR avec des séquences de 
récepteurs de la famille de l'insulineIlGF-l de Vertébrés. 

a : Alignement global des séquences protéiques par le programme ClustalW du logiciel BioEdit. 
BlInsR: Branchiostoma lanceolatum ; XlInsR et XIIGF-IR: Xenopus laevis; SmlnsR et SmIGF-IR: Scophthalmus maximus; 
HslnsR et HsIGF-lR : Homo sapiens. 

En rouge, acides aminés présentant 100% d'identité, et en bleu, acides aminés présentant 100% de similitude. Les sites 
de N-glycosylation et le domaine transmembranaire sont soulignés, les régions caractéristiques ainsi que le site de 
clivage protéolytique sont surlignés en jaune, et les résidus tyrosine du domaine C-tenninal sont surI ignés en et 

Les résidus du site potentiel de liaison de l'insuline sont surlignés en 

b : Pourcentages d'homologie globale et par domaine entre la séquence CIR et les séquences de Vertébrés. 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de insuline -

En comparant ces homologies dans les 5 structuraux caractéristiques de 

la sous-unité ~ des récepteurs la famille RinsIRIGF-I, il apparaît que le domaine le plus 

conservé est le domaine catalytique à activité tyrosine kinase. L'homologie dans cette 

semble plus importante avec les séquences d'Invertébrés (69,8% avec LsMIPR et même 

70,4% avec BmInsR) qu'avec les séquences de Vertébrés (de 65,2% avec X1InsR à 69,7% 

avec HsIGF-IR). domaine présente une homologie équivalente avec les 

séquences d'Invertébrés (de 35,7% avec à 47,6% avec BgInsR) et de Vertébrés 

(de 34,9% avec XIIGF-IR à 47,6% avec XlInsR). domaine extracellulaire de la sous-unité 

~ atteste également d'une homologie de séquence semblable avec les séquences d'Invertébrés 

(de 24,2% avec CeDAF-2 à 33,9% avec et séquences de Vertébrés (de 25,2% 

avec SmIGF-lR à 32,9% avec HsInsR). domaine transmembranaire mieux 

conservé avec les séquences de Vertébrés (de 20% avec SmIGF-lR à avec BlInsR) que 

les séquences d 'Invertébrés (de 19,2% avec à 1 % avec CeDAF -2). domaine le 

moins conservé est le domaine C-terminal, et davantage Invertébrés (de 12,4% avec 

DmlnsR à 19,1% avec BmInsR) que chez Vertébrés (de 17,6% avec BlInsR et 1R à 

22,5% avec IR). tyrosine kinase est donc particulièrement bien conservé 

au sein de famille des RinsIRIGF-l, alors que le domaine C-terminal est la région la moins 

homologue. 

L'alignement détaillé des séquences (Figures m.16.a et 10.17.a) indique que: 

protéolytique est conservé entre la séquence de CIR et les 

de Vertébrés. ce site apparaît plus divergent avec une 

séquence à 4 acides aminés dont deux résidus basiques chez gigas, glabrata, les insectes 

et elegans, une tribasique L. stagnalis, et une séquence riche en résidus 

basiques mais sans motif dibasique chez fi. vulgaris. 

- La sous-unité cr du précurseur de incomplète, ne semble pas s'aligner avec 

le domaine potentiel de liaison l'insuline situé à J'extrémité carboxy-terminale de la sous

unité cr des séquences de Vertébrés. La séquence de C. ne présente même quelques 

résidus constitutifs du site potentiel liaison de l'insuline, contrairement aux séquences 

autres récepteurs de type insuline d'Invertébrés. Par ailleurs, les deux sites potentiels de 

N-glycosylation de la sous-unité cr de la séquence de CIR ne sont pas retrouvés au niveau des 

séquences de Vertébrés, à "exception de la séquence de \' amphioxus (BlInsR) avec un seul 
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- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

site potentiel de N-glycosylation aligné avec la séquence de CIR. Chez les Invertébrés, seules 

les séquences de la drosophile et de l'hydre comportent aussi 2 sites potentiels de 

N-glysosylation. 

- Les homologies observées au niveau des 5 domaines structuraux de la sous-unité 

o sont liées à la conservation de motifs caractéristiques des protéines kinases et notamment 

des protéines kinases à tyrosine (Banks et al., 1988). 

Le domaine extracellulaire de la sous-unité 0, qui se caractérise chez C. gigas par 

la présence de 7 sites potentiels de N-glycosylation, présente une certaine variabilité en 

nombre mais aussi en position de ces sites, avec une diminution du nombre de sites chez les 

Vertébrés. Le nombre de sites potentiels de N-glycosylation varie de 8 chez B. glabrata, à 

7 chez C. gigas, L. stagnalis, B. mari et A. aegypti, à 6 chez le prochordé B. lanceolatum, et 

de 2 à 5 chez les Vertébrés. La seule exception est la séquence de drosophile D. melanogaster 

qui ne comporte que 3 sites potentiels de N-glycosylation. 

Le domaine transmembranaire, homogène en longueur et en localisation, présente 

cependant une séquence légèrement plus longue chez j'amphioxus. Chez les Invertébrés, ce 

domaine indique une certaine variabilité de la séquence "tribasique" qui lui succède. 

Le domaine juxtamembranaire comporte, chez les Invertébrés, un motif unique 

d'internalisation du récepteur activé [N-P-X-Y], qui apparaît toutefois légèrement différent au 

niveau des séquences de Mollusques gastéropodes (L. stagnalis et B. glabrata). En revanche, 

chez les Vertébrés, mais aussi l'hydre d'eau douce H. vulgaris, deux sites d'internalisation 

[N-P-X-Y] et [G-X-L-Y] sont présents. 

Le domaine tyrosine kinase est le domaine structural qui présente le plus grand 

nombre de séquences caractéristiques des récepteurs de la famille RinsIRIGF-1 ([D-F-G], 

[A-P-E], [D-L-A-A-R-N], [P-V-R-W-M-A-P-E], [M-T-R], [M-V-A], [Y-X-X-X-Y-Y] et 

[G-Q-G-S-F-G-X-V -XwK]) conservées chez les Vertébrés et les Invertébrés. Seul le motif 

potentiel de liaison de la protéine substrat rn..S-1 [I-A-D-G-M-A-Y -L-A-D-K-K-F] apparaît 

légèrement divergent parmi toutes les séquences alignées. Le domaine tyrosine kinase 

comporte toutefois davantage de résidus tyrosyl pour les séquences de récepteurs de type 

insuline d'Invertébrés (c. elegans (14 tyrosines), D. melanogaster (13 tyrosines), C. gigas 

(11 tyrosines), L. stagnalis et B. mari (1 0 tyrosines), B. glabrata, A. aegypli et H. vulgaris 

(9 tyrosines)) et de l'amphioxus (10 tyrosines), que pour les séquences des récepteurs de 

Vertébrés (7 à 9 tyrosines). Par contre, le nombre de sites potentiels de phosphorylation par la 

protéine kinase C et la caséine kinase II, apparaît semblable entre la séquence de C. gigas 
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(5 et et les de Vertébrés (4 à 5 et 6 à 7), et beaucoup plus variable pour les 

séquences des autres Invertébrés. 

Enfin, le domaine C-terminal, peu conservé, présente un nombre de tyrosines très 

divergent chez les Invertébrés, variant de 1 résidu tyrosyl chez aegypti à 9 chez et 

14 chez D. melanogaster, mais qui reste globalement plus important que le nombre de 

tyrosine des de Vertébrés (2 à 5 tyrosines). Ces résidus tyrosyls peuvent 

intégrés dans un motif consensus (Y-X-X-MlL] de liaison de protéines à domaines SH2 ou 

PTB, retrouvé H. vulgaris et les Vertébrés (1 motit), l'amphioxus (2 motifs), 

elegans (3 motifs) et D. melanogaster (4 motifs). domaine C-terminal possède 

plusieurs motifs de phosphorylation par la protéine kinase C et la II, 

là encore, globalement plus nombreux chez Invertébrés (1 à 9 et 1 à 9) que chez les 

Vertébrés (1 à 2 et 2 à A noter également que la séquence du précurseur CIR se termine 

par un acide aminé cystéine, comme les séquences des récepteurs à !'IGF-I et la séquence du 

récepteur unique de l'amphioxus, alors que séquences de récepteurs à l'insuline s'achèvent 

par un acide aminé sérine et les séquences de récepteurs de type insuline d'Invertébrés par un 

acide aminé variable (LN IH). 

1.5. phylogénétique. 

L'alignement des différentes séquences de récepteurs RinslRI GF -1 de Vertébrés 

et d'Invertébrés a permis d'établir une représentation en phénogramme par parcimome 

présentant une origine commune aux séquences de Vertébrés et aux d'Invertébrés 

(Figure ID.18). L'ancêtre A est l'origine commune à la séquence d'amphioxus (BlInsR), à 

partir de laquelle ont divergé les deux groupes Rins et RIGF-I Vertébrés, et aux 

séquences d'Invertébrés. les Invertébrés, cet ancêtre commun est à l'origine du groupe 

des Mollusques avec une séparation bivalves et gastéropodes (B), et d'un groupe moins défini 

qui réunit les insectes, un cnidaire et un nématode. 
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Figure HU8 : Analyse phylogénétique de CIR avec différents récepteurs de la famille des 
insulinesllGFs. 

Cet arbre a été généré par le programme PHYLIP à partir des alignements de séquences issus de 
CLUSTAL W d'après la méthode de parcimonie. 

BlInsR : Branchiostoma lanceolatum; XllnsR et XIIGF-IR: Xenopus laevis; SmInsR et SmIGF-IR: 
Scophthalmus maximus; HsInsR et HsIGF-IR : Homo sapiens; LsMIPR: Lymnaea stagnalis; BglnsR: 
Biomphalaria glabrata; DmInsR: Drosophila melanogaster; BmInsR: Bombyx mori; AaInsR: Aedes 
aegypti ; HvInsR : Hydra vulgaris ; CeDAF-2 : Caenorhabditis elegans; NTRgalJus : récepteur NT-3 de poulet 
(racine de l 'arbre). 

Les valeurs de "bootstrapping" (fixé à 250) sont données pour chaque nœud du phénogramme. 
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2.J. Détection par flNorthern blotting". 

La technique du "N0I1hem blotting" a réalisée à partir d'ARl'J polyadénylés de 

différents stades de développement larvaire, de tissus adultes et d'ovocytes en fin de 

vitellogenèse (Figure ill.19). Un signal d'hybridation est obtenu pour les pistes 

correspondant aux ovocytes, et plus faiblement pour le stade larvaire D et le bord du manteau. 

L'hybridation étant réalisée avec le fragment obtenu en 3 'RACE-PCR, correspondant à une 

séquence partielle du domaine très conservé dans la famille RinsIRIGF-l, il est probable 

que l'unique bande détectée traduise la présence d'un seul transcrit de CIR. De plus, il 

semblerait, du fait de la distance de migration du signal, que le transcrit soit de grande taille, 

probablement supérieure à 10 kb (au-delà du marqueur de poids moléculaire). 

2.2. Analyse qualitative de l'expression de l'ARNm de CIR par RT-PCR 

Deux approches par RT-PCR ont été utilisées afin d'établir un profil d'expression 

du de CIR. La première amplification a été à partir des amorces 

dégénérées IRl/IR3 sur des ARN poly(A+) de divers tissus adultes, de l'ADN génomique 

d'huître et de l'ADNc du stade larvaire pédivéligère (Figure ill.20.a). Deux fragments, CIR 

et HSCIHSP, sont au niveau des tissus adultes. La seconde réaction de RT -PCR a 

été réalisée avec amorces 0 l et 02 spécifiques du précurseur CIR pour rechercher la 

présence du messager de CIR à différents stades de développement larvaire, dans divers tissus 

adultes dont la gonade en période de mitoses, et dans des ovocytes en fin de vitellogenèse 

(Figure III.20.b) De plus, en parallèle de l'amplification de la séquence CIR, une 

amplification du l' actine a été réalisée afin d'attribuer un caractère semi

quantitatif à l'amplification du fragment de CIR. transcrit du précurseur de CIR s'exprime 

au niveau de tous adultes avec une légère prépondérance au niveau des branchies, de 

la glande digestive, des palpes labiaux et de la gonade en période de vitellogenèse. 

Concernant la l'amplification est plus importante en période de mitoses, et encore 

plus forte s'il s'agit de gonade femelle en vitellogenèse (ovocytes). Au niveau du 

développement larvaire, une expression différentielle du transcrit apparaît selon le stade de 

développement. Une augmentation graduelle de l'expression du transcrit est observée du stade 
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Figure III.l9: Analyse de l'ARN codant pour le précurseur CIR par "Northern 
blotting" . 

Deux microgrammes d'ARN poly(A) de divers stades larvaires ou de tissus adultes sont séparés sur 
un gel dénaturant à 1,5% d'agarose, transférés sur une membrane de nylon puis hybridés avec le 
fragment de 3'RACE-PCR (1155 pb) marqué au [a32P]dCTP. Une acquisition est réalisée au 
"Cyclone" (Packard) après une autoradiographie de 3 jours. 

M : larves métamorphosées; P : larves pédivéligères; V9: larves véligères de 9 jours; LD : Larves D; T : 
larves trochopores ; 0 : Ovocytes; P : palpes labiaux; BM : bord du manteau; G : Gonade; M : muscle; B : 
branchies; GD : glande digestive; Ec : ARN ribosomiques 13S et 26S d'Escherichia coli; MT: marqueurs de 
taille 0-10 kb (Sigma). 
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Figure UL20 : Analyse qualitative et semi-quantitative de l'expression du messager de 

CIR par RT-PCR. 

ft : Amplification par les amorces dégénérées IR! et IR3 du messager de CIR à partir d'ADNc de 
larves pédivéligères, d'ADN génomique d'huître, d'ADNc de divers tissus adultes (Palpes labiaux, 
Muscle, Glande Digestive, Branchies, Bord du Manteau et Gonade). Amplification en parallèle du 
messager codant pour une protéine de type HSC/HSP. 
b : Amplification par les amorces spécifiques du précurseur CIR, ~ 1 et ~2, du messager de CIR à 
partir de divers ADNc de tissus adultes (Bord du Manteau, Palpes labiaux, Gonade prélevée en avril, Muscle, 
Branchies, Glande digestive, Gonade en mitose et ovocytes) et de larves à différents stades de développement 
(Trocophore, Larves D, Véligères de 6 jours, Véligères de 8 jours, Véligères de 11 jours, Pédivéligères et 
Métamorphosées). 
Un contrôle de la reverse transcription des ARNm en ADNc (qualité et quantité d'ARNm) est réalisée 
par amplification du messager de l'actine. 
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Figure III.21 : Localisation par Hybridation In Situ (HIS) des messagers du précurseur 
cm (agrandissement x160). 

L'hybridation in situ est réalisée grâce aux sondes ARN sens et antisens synthétisées par transcription 
in vitro à partir de la séquence de 3'RACE-PCR puis marquées au [a33P]dUTP. 

a et b: Hybridation in situ au niveau du sillon périostracal du bord du manteau. 
a : Hybridation avec la sonde ARN sens (contrôle) ; b : Hybridation avec la sonde ARN antisens. 

c et d: Hybridation in situ au niveau de l'épithélium externe du manteau. 
c : Hybridation avec la sonde ARN sens (contrôle) ; d : Hybridation avec la sonde ARN antisens. 
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Figure III.22 : Coupe transversale du bord du manteau et de l'épithélium du manteau. 
(schéma issu de Oaltsoff, 1964; photos d'histologie: agrandissement x110). 

Le bord du manteau est composé de trois lobes. Le lobe externe se prolonge par l'épithélium externe 
du manteau et le lobe interne se prolonge par l'épithéliwn interne du manteau. 
Lobe externe (ou de la coquille) (sh.!) ; lobe médian (m.!) ; lobe interne (inti) ; épithéliwn (ep.) ; 
sillon périostracal (per.gr); muscles longitudinaux (1. m), obliques (ob.m) et transversaux (tr.m) ; 
glande périostracale (ou à conchyoline) (c.gl.) ; dépôt de conchyoline (conch.). 



- Caractérisation et expression d'un récepteur homologue de type insuline -

larve D au stade véligère Il jours après la fécondation, 

métamorphose. 

d'une diminution jusqu'à la 

2.3. Localisation des sites d'expression par Hybridation =c_.=-'-"-= (HIS). 

La technique de l'hybridation in situ permet non seulement de détecter un ARNm 

donné mais aussi et surtout le ou les types cellulaires au niveau desquels il 

s'exprime. Au cours de ces expériences, des sondes ARN radioactives correspondant à la 

séquence du fragment de 3 'RACE-PCR ont utilisées. La spécificité du signal est 

déterminée en soustrayant le non spécifique issu l'hybridation de la ribosonde 

sens au marquage obtenu après hybridation de la ribosonde antisens. Les hybridations ont été 

CI,IU<:;<C,," sur coupes sériées d'huîtres adultes cribler le plus grand 

nombre de tissus, ainsi que sur des coupes de différents stades larvaires. diverses étapes 

de l'hybridation étant relativement quelques coupes d'huîtres adultes ont 

finalement pu être analysées (décollement des pièces de tissus). Après JOurs 

d'autoradiographie, un marquage spécifique est obtenu sur les coupes passant par du bord du 

manteau, et plus précisément au niveau de la corne externe du bord trilobé du manteau et de 

l'épithélium externe du manteau (Figures m.21 et m.22). Pour les autres tissus, très abîmés 

après les différentes étapes de l'hybridation, les quelques cellules restantes n'ont pas permis la 

d'ARNm de CIR. 
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IV. DISCUSSION 

Les récepteurs aux molécules de la famille de )'insuline/IGF-I, étudiés les 

Vertébrés, ont également caractérisés quelques Invertébrés, et notamment chez deux 

Mollusques gastéropodes Lymnaea stagnalis (Roovers et al., 1995) et Biomphalaria glabrata 

(Lardans et al., 2001). récepteurs identifiés ces deux présentent une bonne 

conservation de séquence avec les récepteurs de Vertébrés, et plus particulièrement au niveau 

du domaine catalytique à activité tyrosine 

distribution et conservation des récepteurs de type insuline/IGF-l 

(RinsIRIGF-l) dans l'ensemble du règne animal suggère donc J'existence de récepteurs de la 

famille d'autres mollusques, et en particulier chez le Mollusque bivalve Crassostrea 

gigas. 

Caractérisation d'un ADNc partiel du précurseur de CIR. 

une approche de RI-PCR a réalisée à partir d'amorces dégénérées choisies 

au sein du domaine tyrosine kinase, les mêmes que celles précédemment utilisées par 

et collaborateurs (1995) pour le clonage du récepteur des MIPs de limnée (LsMIPR). Une 

séquence partielle d' ADNc codant un de type insulinelIGF-l a ainsi caractérisée 

chez l'huître creuse Crassostrea gigas. La séquence obtenue présente entre 42% d'homologie 

avec le récepteur de type insuline du nématode Caenorhabditis (CeDAF-2) et 

66% d'homologie avec le récepteur de la limnée (LsMIPR) les Invertébrés, et 

avec le à l'insuline de turbot Scophthalmus maximus Vertébrés. Cette 

relative homogénéité entre la séquence du récepteur CIR et les séquences de mollusque 

mais de Vertébrés confirme la remarquable conservation récepteurs de 

la famille RinsIRIGF-1 au cours de l'évolution. 

complète du précurseur de CIR a ensuite été entreprise par 

J'utilisation de techniques diverses (5' et 3'RACE-PCR, criblage de banque). A l'issue de la 

stratégie de séquençage employée, une nucléotidique cod ante 2416 pb, de même 

que les extrémités 5' et 3' de la région en 3' non traduite (3 'NIR) du du récepteur 

CIR, ont caractérisées. La longue région 3 'NIR, avec une taille approximative de 4 à 

4,5 kb, représentait donc certainement une importante contrainte quant à l'efficacité du 
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de banque ou à la réussite la du Marathon, ces stratégies étant toutes 

les deux basées sur la transcription inverse des ARNm à partir de la queue polyadénylée 

(po ly( A +)). 

Structure de la séquence protéique, 

L'ADNc partiel du précurseur de CIR présente une phase ouverte de lecture de 

804 acides aminés qui comprend la région carboxy-terminale de la sous-unité a et l'ensemble 

de la sous-unité ~ du récepteur CIR. 

sous-unité a, dont les 56 derniers résidus ont été identifiés, et la sous-unité ~ sont 

par un La 

structure et la position de ce site de clivage chez gigas sont semblables à celles observées 

le nématode C. elegans, les Insectes (D. melanogaster, B. mori et aegypti), le 

prochordé B. lanceolatum, et les Vertébrés, mais relativement divergents de ce qui a été décrit 

chez les Mollusques gastéropodes Lymnaea stagnalis et Biomphalaria glabrata, ou chez 

l'hydre Hydra vulgaris, En chez la limnée, le site de clivage est une séquence tribasique 

qui ne permet pas le des a et p une endoprotéase classique de type 

furine (Watanabe et al., 1992). D'ailleurs, Smit et ses collaborateurs (1994) ont récemment 

cloné une endoprotéase apparentée à la furine, mais de structure différente, qui pourrait 

impliquée dans le de tribasiques. Chez l'hydre Hydra vulgarts, le site potentiel de 

clivage ne possède pas de séquence dibasique ce qui soit l'absence de clivage 

entre les deux sous-unités soit un par une endoprotéase spécifique (Steele et al., 1996). 

ce qui concerne la position du site de clivage Lymnaea stagnalis et Biomphalaria 

glabrata, il semble être localisé plus en N-terminal par comparaison aux autres espèces. La 

conséquence de cette position plus en amont est que la région contenant le second site 

potentiel de liaison de l'insuline décrit chez les Vertébrés se trouve intégrée au début de la 

sous-unité p, ce qui traduit probablement une modification de la du ligand au niveau du 

chez les De plus, la limnée, l'identification ligands multiples 

(les MIPs) présentant de fortes divergences par rapport aux insulines de Vertébrés mais 

entre eux, fortement l'existence de plusieurs de liaison différents sur 

le récepteur unique, avec des affinités différentes pour les divers MIPs (Roovers et al., 1 

D'ailleurs, les ligands MIP de la limnée, bien que présentant une importante similarité de 
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structure avec insulines de ne possèdent pas le domaine de liaison au 

décrit chez les Vertébrés, mais présentent en revanche des séquences de liaison au récepteur 

particulières (Smit et al., 1991). les Insectes, la situation est intermédiaire car le site 

potentiel de liaison de l'insuline de Vertébrés est partiellement retrouvé au niveau de la sous

unité ex (Adachi et al., 1989), et semble fonctionnel puisque chez la drosophile Drosophila 

melanogaster le récepteur de type insuline peut lier des de Vertébrés (Fernandez

Almonacid et Rosen, 1987). Chez C. gigas, l'analyse de la séquence disponible dans la région 

montre que, bien que le site de clivage présent comme les Vertébrés, la 

séquence du second site potentiel de liaison de l'insuline de Vertébrés est absente, comme 

chez les gastéropodes pour lesquels Je ou les ligands potentiels pourraient être relativement 

différents de l'insuline de Vertébrés. 

- La sous-unité 13 du récepteur CIR se compose de 748 résidus soit une taille 

comparable à celle du récepteur de l'amphioxus (743 résidus), mais supérieure à celles des 

récepteurs de Vertébrés (620 résidus pour HslnsR et SmInsR, résidus pour et 

680 résidus pour SmIGF-IR) et inférieure à celles des récepteurs d'Invertébrés (853 résidus 

pour HvlnsR, résidus pour LsMIPR, 969 résidus pour BglnsR et 1064 résidus pour 

DmInsR). Cette sous-unité s'organise en 5 domaines structuraux majeurs dont les 

caractéristiques sont globalement identiques à celles décrites pour les récepteurs de la " .... "uw ... 

des RinsIRIGF-l. On distingue ainsi chez C. gigas, par ordre décroissant de conservation, les 

domaines tyrosine kinase, juxtamembranaire, extracellulaire, transmembranaire et 

C-termÎnaL 

=".="'=:.-".'-"-."'."'=""'--'=""""~ présente une homologie de 68,8% avec BlInsR, 69,7% 

avec HsIGF- 69,8% avec LsMIPR et jusqu'à 70,4% avec BmlnsR Cette importante 

conservation s'explique par la présence au niveau de sa séquence de tous les résidus invariants 

décrits chez les protéines kinases ainsi que des motifs indicateurs de la spécificité des 

protéines kinases à tyrosine (Hanks et al., 1988). Le domaine TK contient également 

motifs qui permettent de caractériser les protéines tyrosine kinase de la famille des 

RinslRIGF-l (Yard en et Ullrich, 1988; Jonas et al., 1996). Par l'analyse résidus 

tyrosyl potentiellement impliqués dans l'activation des récepteurs nous a conduit à 

appréhender mécanismes de signalisation. CIR comporte Il dont 

6 conservées par rapport aux Vertébrés et à la plupart des Invertébrés (sauf Caenorhabditis 

elegans, Hydra vulgaris el Aedes aegypti). particulier, trois tyrosines parmi 6 sont 

retrouvées en position identique dans le site majeur de l'autophosphorylation des récepteurs 
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(sauf Caenorhabditis elegans) et une tyrosine est localisée au niveau du site de liaison de 

la protéine d'ancrage IRS-1. Toutefois, les résidus tyrosyl restants, conservés ou pas, sont 

certainement aussi impliqués dans l'activation du récepteur ainsi que dans la transmission du 

signal. Chez les Vertébrés, le nombre de tyrosine est à peu près constant (7 à 9 résidus, voir 

10 résidus chez l' amphloxus), alors que chez les Invertébrés, leur nombre, souvent plus élevé, 

et plus variable (de 14 chez elegans à 9 chez B. glabrata, A. aegypti et H. vulgaris), traduit 

probablement une activation plus diversifiée et plus importante des récepteurs chez les 

Invertébrés que chez les Vertébrés. ailleurs, la présence chez gigas, comme chez les 

autres d'Invertébrés et de Vertébrés, de motifs de phosphorylation par la protéine 

kinase C et la caséine kinase II confirme la complexité de la régulation de la transduction du 

signal. 

~-"'.~"'~"-.l.'~."'-'..!.c'-""-"~"'-'-"~'-'" est le domaine le plus après le domaine TK, 

avec une homologie de 40,4% avec HsInsR, 45,5% avec BlInsR et de 47,6% avec XlInsR et 

BglnsR. toutes ces le domaine juxtamembranaire comporte un motif consensus 

(N-P-X-Y] impliqué dans deux fonctions antagonistes, la phosphorylation de la protéine 

IRS-I qui active la de signalisation (Whlte et al., 1988; et al., 

1994a, 1996, 1998) et l'internalisation du récepteur activé (Backer et al., 1992, Hsu et al., 

1994). motif est cependant légèrement modifié chez les mollusques gastéropodes Lymnaea 

stagnalis et Biomphalaria glabrata (N-X-N-Y]. Chez les Vertébrés et l'hydre Hydra vulgaris, 

un second site d'endocytose du récepteur activé est présent, ce qui ""U}<,1!,ça un potentiel de 

régulation rétroactive du complexe récepteur-ligand ("down-regulation") plus important chez 

ces espèces. Ce additionnel impliqué dans la régulation rétroactive du complexe 

récepteur n'est retrouvé chez la plupart y compris C. ce qui 

des différences de comportement des récepteurs du point de vue de cette régulation. 

~~~,~,_..,.,,~~!,~,,~-'.<!-~,~,~ présente une homologie de 32,9% avec HslnsR et 33,9% 

avec LsMIPR. Chez C. gigas, ce domaine se caractérise par la présence de 7 sites potentiels de 

N-glycosylation. nombre et la position ces d'une à l'autre. 

Toutefois, les sites potentiels sont en général plus nombreux chez les Invertébrés. sites de 

N-glycosylation impliqués dans l'activation et l'autophosphorylation de la protéine kinase 

pourrait être à l'origine d'un potentiel de signalisation plus diversifié pour les récepteurs 

d'Invertébrés. 

=--':'''-==<-=~~==~~'=''''-'''' présente un niveau de conservation plus important avec 

les espèces de Vertébrés (37% d'homologie avec BIInsR) qu'avec les espèces d'Invertébrés 

(28,6% d'homologie avec LsMIPR et 1 % d'homologie avec CeDAF-2). Néanmoins, le 
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profil d' hydrophobicité réalisé à partir de la séquence de confirme la conservation du 

caractère hydrophobe de ce domaine. 

Le est la région la moins conservée, avec une homologie comprise 

entre 12,4 et 19,1% avec les espèces d'Invertébrés et entre 17,6 à 22,5% avec les espèces de 

Vertébrés. Il contient un nombre important d'acides aminés aspartate et glutamate (42 résidus 

soit 22%) et et proline résidus soit 12,6%), ce qui lui confère une nature très 

hydrophile, caractéristique commune de j'extrémité chez les Vertébrés comme 

chez Invertébrés. 

domaine est également riche en résidus sérine et thréonine (27 sur 199 résidus 

13,6%) dont plus la moitié (54%) sont répartis sur une courte séquence de 26 acides 

aminés. Ces résidus sont susceptibles d'être des sites de phosphorylation par la protéine kinase 

C et la caséine kinase IL Or, chez C. gigas, 7 motifs de phosphorylation par la protéine kinase 

C (2 dans le domaine C-terminal) et 8 motifs de phosphorylation par la kinase II 

(2 dans le domaine C-terminal) sont observés dans la région cytoplasmique. Plesneva et 

collaborateurs (2001) suggèrent d'ailleurs qu'une protéine C atypique PKC 

zéta, identifiée chez le mollusque Anodonta cygnea, pourrait participer de façon directe à la 

transmission du signal de molécules type insuline/IGF. Cette protéine kinase serait alors 

impliquée dans l'atténuation du signal (Considine et Caro, 1993). D'ailleurs, chez l' homme, il 

a été démontré que la phosphorylation par la protéine C diminue la liaison du ligand au 

récepteur et par conséquent diminue l'activité tyrosine kinase (Anderson et Olefsky, 1991). 

région C-terminale se caractérise également par la présence de nombreux résidus 

tyrosyl, 9 chez C. gigas, dont un est inclus dans un motif consensus susceptible de recruter 

directement par phosphorylation des protéines à domaines [Y-X-X-MlL]. de 

ce motif semble confirmer que la transmission du signal pourrait impliquer, comme chez les 

Vertébrés, des protéines à domaines D'ailleurs, de tels motifs sont également retrouvés 

au nombre de 2 chez l'amphioxus (Pashmforoush et al., 1996) et chez certains Invertébrés 

comme la drosophile Drosophila melanogasler et le nématode Caenorhabditis elegans. 

ces deux Invertébrés, le domaine C-terminal, plus long, comporte respectivement et 

Il tyrosines dont certaines sont intégrées dans des sites potentiels phosphorylation et 

notamment des sites consensus (4 la drosophile et 3 le nématode) directement 

impliqués dans la liaison de protéines à domaines SHl (Ruan et al., 1995; Kimura el al., 

1997) les autres espèces d'Invertébrés, les acides aminés tyrosine sont également 

relativement nombreux mais généralement non intégrés à un tel motif Ces motifs consensus 

sont par ailleurs largement retrouvés dans les séquences de récepteurs à facteurs de 
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croissance tels que l'EGF ("Epidermal Growth Factor") et le PDGF ("Platelet-Derived Growth 

factor") (Cantley et al., 1991). 

La C-terminale, de par sa longueur, pourrait également être à l'origine de 

différentes possibilités de voies de transduction du signal. Chez C. gigas, le domaine 

C-terminal est constitué de 199 acides aminés. De façon générale, ce domaine C-terminal est 

toujours plus long chez les Invertébrés, jusqu'à 506 acides aminés chez la drosophile 

Drosophila melanogaster, que les Vertébrés où il environ 100 

Chez la drosophile, Fernandez et ses collaborateurs (1995) ont d'ailleurs montré que le 

récepteur de type insuline s'exprime sous deux isoformes, l'une correspondant au récepteur 

avec une extension C-terminale maximale de 506 

récepteur avec une extension tronquée (u2(f)90)2). L'isoforme (u2(P170)2) aurait 

un de signalisation plus large, puisqu'elle semble pouvoir activer simultanément trois 

vOies de signalisation: la voie Ras/MAP Idnases (impliquée dans des mitogènes), la 

voie PI-3 kinase (impliquée dans le métabolisme notamment glucidique) et la voie p70S6 

Idnase (impliquée dans l'activation de facteurs de transcription). L'isoforme (u2(f)90)2), plus 

courte, n'aurait elle conservé que la capacité d'activer la voie RaslMAP kinases. Cette 

différence s'expliquerait par une diminution, dans la forme tronquée, du nombre de motifs 

consensus de liaison de protéines à domaines ou mode d'action directe des 

extrémités C-terminales sur les protéines de signalisation à domaines SH2 diffère de celui 

décrit chez les Vertébrés où le signal est médié par un intermédiaire, la protéine substrat du 

récepteur à l'insuline (IRS-l). 

fait, chez la drosophile, la situation semble plus complexe. 

- l'extrémité C-terminale semble en effet pouvoir assurer elle-même une fonction 

similaire à celle de la protéine d'ancrage IRS-l (Fernandez et al., 1 ; Ruan et al., 1995), 

comme c'est également le cas chez le nématode C. elegans (Kimura et al., 1997). 

- mais une signalisation indirecte via molécules de type IRS reste néanmoins 

possible puisqu'un motif consensus [N-P-N-Y], accolé en N-terminal du motif [Y -X-X-M] et 

capable de lier des molécules d'IRS-l, a été récemment mis en évidence. D'ailleurs, une 

molécule homologue à !'IRS-I a récemment identifiée chez la drosophile, et 

semblerait interagir avec le domaine tyrosine Idnase par J'intermédiaire du domaine de liaison 

de l'IRS-l afin réguler mécanismes de la croissance (taille, nombre et métabolisme des 

cellules) (Bohni et ar, 1999; Poltilove el al., 2000). C-termina!e via son 

interaction avec une molécule de type IRS-l serait alors impliquée dans la survie cellulaire, et 
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le domaine tyrosine kinase assurerait le contrôle de la prolifération cellulaire (Marin-Hincapie 

et Garofalo, 1999). 

- en outre, l'existence de molécules de type IRS-I la drosophile la 

possibilité d'une interaction directe de cette protéine d'ancrage avec le domaine tyrosine 

kinase. Marin-Hincapie et Garofalo (1999) ont d'ailleurs que l'interaction de !'IRS-l 

avec l'extension C-terminale serait plutôt impliquée dans la survie cellulaire alors que 

l'interaction de l'IRS-I avec le domaine tyrosine kinase assurerait le contrôle la 

prolifération cellulaire, 

De la même manière, chez le nématode C. elegans, le CeDaf-2 présente une 

importante extension C-terminale fonction analogue à l'IRS-l de Vertébrés et un nombre 

élevé de résidus tyrosine contenus dans des motifs consensus [Y-X-X-MlTIN]. Ainsi, il 

interagirait avec des protéines de signalisation associées à des changements métaboliques, à la 

maturation de la lignée germinale, et au signal d'une normale, telles que 

AGE-l kinase impliquée dans le signal du développement (Kimura et al., 1997). Par 

ailleurs, une molécule analogue à J'IRS-I a rpl"prnrn 

collaborateurs (200 1). 

caractérisée par Wolkow et ses 

les la présence d'un important domaine comportant de 

nombreux résidus tyrosine et des sites, souvent chevauchants, de phosphorylation par la 

protéine kinase C et la II traduit probablement d'une régulation 

complexe de la signalisation par le récepteur. 

Chez C. l'absence de motif consensus [N-P-N-Y] en amont du site uruque 

[Y -X-X-M] d'interaction avec des protéines à domaines SH2, suggère qu'aucune interaction 

entre le domaine C-terminal et des protéines de IRS-l n'est possible. En revanche, le 

récepteur CIR possède un motif consensus de liaison de protéines à domaines SH2 ainsi qu'un 

site de liaison la protéine d'ancrage au niveau du domaine tyrosine kinase, comme décrit 

chez les Vertébrés. 

les Vertébrés, l'avantage sélectif de l'utilisation exclusive d'une signalisation via 

des protéines de type l n'est pas encore élucidé, mais ces protéines pourraient être une 

façon d'amplifier le signal, en éliminant les contraintes stœchiométriques rencontrées par les 

récepteurs qui recrutent directement protéines de signalisation, et en se partageant entre 

plusieurs récepteurs (Yenush et al., 1996). De plus, l'existence de nombreuses protéines IRS et 

IRS-Iike fournit probablement une diversité de signalisation supplémentaire (Yenush 

et 1996). 
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fn conclusion, la caractérisation 

l'analyse comparative de cette séquence 

la séquence partielle du récepteur CIR et 

rapport aux récepteurs de la famille Rins/RlGF-l 

identifiés chez les Vertébrés el les ln vertébrés, suggèrent que ce récepteur unique, comme 

ceux d'Invertébrés: 

- pourrait lier des ligands divergents des insulines de Vertébrés, 

- peut stimuler plusieurs voies signalisation (RasIMAPkinase, PI-3 kinase, 

p70S6 kinase .. .) du fait de la formation de complexes stables avec les protéines de 

signalisation à domaines ou PTB, 

- peut exercer un contrôle complexe de la transduction du signal à partir des sites de 

N-glycosylalion du domaine extracellulaire, des sites de phosphorylation à résidus 

tyrosine des domaines tyrosine kinase et C-terminal, el des sites phosphorylation à 

résidus sérine et thréonine du domaine C-terminal. 

récepteur CIR de semble tenir une position intermédiaire entre récepteurs 

d'Invertébrés et de Vertébrés, si on se réfère aux alignements de séquences qui indiquent une 

meilleure conservation de séquence avec séquences de Vertébrés mais aussi et surtout avec 

celle de l'amphioxus. Néanmoins, le récepteur possède un domaine C-terminal plus long 

celui des Vertébrés avec de nombreux tyrosyl supplémentaires susceptibles de 

former complexes stables avec des protéines de signalisation, ce qui est également le cas 

de certains récepteurs d 'lnvertébrés (Qrgsophila et ~Yl(lfl]!fI!J.<rJ.!l!~==.e>-==-o"'" 

Ce récepteur unique de -'=-~l>--~ semble donc pouvoir participer à de nombreuses voies de 

signalisation, alors que chez Vertébrés ces différentes fonctions sont réparties entre les 

récepteurs à l'insuline et les récepteurs à l'IGF-J . 

Hypothèse évolutive. 

L'ensemble de ces données peut corrélé à la théorie évolutive des récepteurs et des 

ligands de la famille des insulines/IGFs admise depuis la caractérisation d'un récepteur unique 

chez un prochordé, !'amphioxus Branchiostoma lanceolatum (Pashmforoush et 1996), et 

de deux molécules ligands distinctes chez un tunicier, l'ascidie Chelyosoma produclum 

(Mc Rory et Sherwood, 1997). La diversification l'insuline et d'un protoIGF se serait donc 

produite très tôt au cours de l'évolution (avant l'apparition des tuniciers), par duplication, et 

les deux de se sont maintenues au cours de l'évolution prochordés 

jusqu'aux Vertébrés, soit une évolution distincte d'environ 650 millions d'années. 
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récepteur de l'amphioxus (ILPR ou BlInsR) serait quant à lui un homologue d'une 

ancestrale et se serait dupliqué au moment de la transition prochordésN ertébrés, il y a 

millions d'années, pour aboutir aux deux types de récepteurs (récepteurs à l'insuline et 

aux IGFs) qUI existent chez les Vertébrés. deux types de récepteurs se seraient alors 

spécialisés la liaison d'un type de ligand et dans la transduction du signal approprié, 

Chez Jes Vertébrés primitifs, l'émergence de gènes séparés pour J'insuline et les IGFs, 

ainsi que pour leurs récepteurs, est probablement la conséquence d'un avantage sélectif qui 

résulte de l'obtention d'hormones plus spécialisées dans la régulation de la croissance (IGFs) 

ou l'activité métabolique (insuline) (Pashmforoush et al, 1996), Des poissons aux 

Vertébrés supérieurs, cette spécialisation de fonction s'est accrue par la duplication du gène 

des en 1 et et davantage encore avec l'apparition du récepteur à l'IGF-2 à 

l'émergence des mammifères, conduisant ainsi au contrôle des activités métaboliques par 

l'insuline, de la croissance et du développement par )'IGF-l et du développement 

embryonnaire et fœtal par (Daughaday et Rotwein, 1989). 

Chez les Invertébrés, le récepteur ancestral a probablement subi de nombreuses 

mutations conduisant à différents types de mais toujours uniques au de chaque 

espèce, récepteur aurait la capacité de liaison de ligands multiples et d'activation 

de voies signalisation multiples. 

L'analyse de l'alignement de séquences, et de l'arbre évolutif déduit de ces 

alignements, confirment cette hypothèse, on retrouve qu'un commun aurait 

évolué pour donner, dans un cas, le gène du récepteur unique de l'amphioxus qui se serait 

ensuite dupliqué pour aboutir aux groupes des récepteurs à J'insuline et à l'IGF-I de 

Vertébrés, et dans l'autre cas, pour donner le groupe relativement divergent des récepteurs 

uniques de type insuline/IGF d'Invertébrés. Nos résultats suggèrent que les domaines tyrosine 

kinase et C-terminal joueraient un rôle essentiel dans la divergence entre les séquences de 

récepteurs d'Invertébrés, voire de Vertébrés. En le domaine C-terminal est le domaine le 

moins conservé, ce qui témoigne probablement d'une pression de sélection plus élevée dans ce 

domaine par rapport aux autres domaines structuraux. Or, les Invertébrés, le domaine 

C-terminal semble, parallèlement à une augmentation de sa taille, être responsable d'un grand 

nombre de fonctions de signalisation. Au cours de l'évolution, on observe une tendance à la 

réduction de la C-terminale, parallèlement à une spécialisation de fonction, ce que 

confirme d'ailleurs l'expérience de Fernandez et collaborateurs (1995) sur les récepteurs de 

drosophile tronqués qui perdent une partie de leurs voies de signalisation. Chez les Vertébrés, 
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le domaine C-terminal, de taille plus réduite et homogène, et qui ne que légèrement 

entre les récepteurs à l'insuline et à l'IGF-l, traduit une plus grande stabilité structurale et 

fonctionnelle des 

Expression du récepteur de type insuline/IGF chez ~~=. 

L'approche par "Northern blotting" a révélé que le du récepteur CIR est 

probablement de grande taille, supérieure à 10 kb, ce qui pourrait correspondre aux données 

décrites dans la littérature. effet, si chez certains Invertébrés les transcrits sont uniques et 

de petite taille, Hydra vulgaris (4,8 kb) et Biomphalaria glabrata (5,6 kb), chez d'autres 

espèces, les récepteurs s'expriment sous la forme de plusieurs transcrits, dont un majoritaire 

est de grande taille, comme la drosophile (8,6 et Il kb) (Ruan et al., l ou le 

moustique Aedes aegypti (7,5 et 8,5 kb) (Graf el al., 1997). l'amphioxus, un seul 

transcrit de kb est exprimé (Pashmforoush et al., 1996), alors que généralement, chez les 

Vertébrés, les récepteurs à l'insuline sont exprimés sous la forme de plusieurs transcrits, dont 

un, le plus grand, est majoritaire, et les récepteurs à l'IGF-l sous la forme d'un transcrit 

unique de grande taille. Ainsi, le turbot la taille des transcrits est de 4, 7 et Il kb pour le 

récepteur à l'insuline (Eliès et al., 1999) et 13 kb pour le récepteur à l'IGF-l (Eliès et al., 

1996 ; Duval, 2000), et chez l'homme 8,6 et Il kb pour le récepteur à l'insuline (Ullrich et al., 

1986) et Il kb pour le récepteur à l'IGF-l (Lévy et al., 1995). 

Les variations de taille des transcrits semblent être principalement dues à des 

changements de taille des 3'NTRs ainsi, éventuellement, qu'à la présence ou l'absence de 

polyadénylation (Goldstein et Kahn, 1989; Eliès el al., 1998; Groigno et al., 1996, 1999; 

Greene et Chen, 1 a et b). Par ailleurs, les 5' et 3 'NTRs sont généralement de taille 

importante pour les transcrits de croissance (EGF, ... ) et 

molécules potentiellement impliquées dans la prolifération cellulaire (oncoprotéines, facteurs 

de transcription) (Kosak, 1986, 1987). présence de la queue ploy(A+), et donc d'une longue 

3'NTR, est d'ailleurs impliquée dans la stabilité des messagers (Lewis et al, 1995, pour 

revue). En effet, l'addition de la queue poly(A +) est généralement aSS4:JCH~e à une traduction 

active de l'ARNm, et la variation de l'état de polyadénylation de l'ARNm (adénylé ou pas), 

souvent observée au cours du développement, pourrait représenter une forme régulation de 

la traduction et donc l'expression des protéines (Eliès, 1997). Chez C. gigas, la 3 'NTR 

représenterait 4 à 4,5 kb ce qui est sensiblement supérieur à la 3'NTR de la drosophile 
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Drosophila me/anogaster (environ 3 kb) (Garofalo et Rosen, 1988) et du moustique Aedes 

aegypti (environ 3 kb) (Graf et al., 1997), mais reste inférieur aux 3'NTRs des récepteurs à 

l'insuline et à l'IGF-l de Vertébrés (plus de 5 kb) (Lévy et al., 1 ; Eliès et a/., 1996, 1998). 

Chez la drosophile, le développement embryonnaire précoce s'avère être largement sous 

contrôle d'ARNm d'origine maternelle préalablement stockés dans les ovocytes (Petruzzelli 

et al., 1986; Garofalo et Rosen, 1988). stabilité de ces ARNm maternels est associée à 

l'addition de la queue poly(A+) pendant la maturation ovocytaire. Ces ARNm sont alors 

activés et restent poly(A +) pendant la fertilisation et les prenuers du 

développement embryonnaire (établissement et/ou maintien des axes polarité 

embryonnaire, induction mésodermique de la gastrulation, induction neuronale et en 

place du système nerveux central) (Fernandez et al., 1995). Chez les poissons (turbot et truite 

arc-en-ciel) et amphibiens (xénope), les transcrits polyadénylés du récepteur à l'IGF-l, 

probablement d'origine maternelle, semblent également assurer une expression 

récepteurs jusqu'au milieu de l'embryogenèse, alors que les transcrits zygotiques trouvés chez 

J'adulte diffèrent soit par une déadénylation soit par une modification de leur région 3'NTR 

(Eliès et al., 1996; Groigno et al., 1996, 1999; Greene et Chen, 1999 b). récepteur à 

J'insuline, quant à lui, semble en permanence polyadénylé (Eliès et 1999). Cette 

différence de statut de polyadénylation suggère que le récepteur à l 'IGF-l est principalement 

actif au cours du développement embryonnaire et larvaire, alors que le à l'insuline 

tout au long de la vie de l'animal, ce qui reflète tout à fait les différences de 

fonctions entre ces deux types de molécules. 

Localisation / 'expression. 

Chez gigas, le récepteur CIR est exprimé au cours du développement 

larvaire ainsi que dans tous les tissus adultes. Cependant, le niveau d'expression du transcrit 

CIR varie au cours du développement larvaire, puis chez l'adulte, d'un à 

l'autre. De par ce profil d'expression ubiquitaire, le récepteur CIR apparaît donc être un 

récepteur multifonctionneL 

- Par sa localisation et sa forte expression au niveau des .!:'.;!!~~~'~'~~~!:L~._'!!--'.i!!2':: 

(mais aussi de protéines et de lipides) (palpes labiaux, glande 

digestive, branchies, muscle et manteau), le récepteur CIR pourrait effectivement intervenir 

dans la régulation du métabolisme glucidique. Différents biologiques molécules de 
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type insuline/IGF ont d'ailleurs mis en évidence au niveau de ce métabolisme chez les 

Invertébrés (Marques et Falkmer, 1976; Plisetskaya et al., 1978, 1979 ; Madar et al., 1979 ; 

Rusakov et Kasakov, 1979). chez gigas, il a été montré que J'insuline porcine active 

l'entrée glucose dans les cellules vésiculeuses d'huître, et donc l'incorporation de glucose 

dans le glycogène (Laisney, 2000). En outre, dans le chapitre précédent de notre étude, une 

liaison de type insuline/IGF a pu en évidence au niveau des palpes labiaux. 

- L'expression du récepteur au nIveau (glande 

digestive et branchies) ou en continue (manteau et bord du manteau) suggère 

également un rôle potentiel du récepteur CIR dans les processus de prolifération et de 

différenciation cellulaire. du récepteur au niveau du bord du manteau peut 

d'ailleurs être corrélée avec la liaison de type insulinelIGF et effets biologiques décrits 

dans le chapitre précédent, et qui témoignent de l'implication de molécules de la famille des 

insulineslIGFs et de leurs récepteurs dans les processus de croissance des tissus mous et de la 

coquille de l'huître. En outre, par la technique de l'hybridation in situ, des transcrits du 

récepteur CIR ont pu être précisément localisés au niveau de la corne externe du bord du 

manteau, de la synthèse protéines assurant la formation de la couche externe de la 

coquille (périostracum), ainsi qu'au niveau de l'épithélium externe du manteau impliqué dans 

l'élaboration de la couche interne la coquille (Figure ill.22). 

- Le récepteur CIR semble également fortement exprimé dans la =""",,,,-,,,, d'une part la 

gonade en période de mitoses, suggérant à nouveau le rôle du système ligand-récepteur dans la 

prolifération goniale, et d'autre part dans la gonade femelle en vitellogenèse, ce qui traduit là 

encore l'implication de ce système ligand-récepteur dans la phase de maturation ovocytaire. 

Cette spécificité d'expression est d'ailleurs en complet accord avec la mise en évidence d'une 

liaison de type insulinelIGF au niveau du tissu gonadique et surtout avec les effets biologiques 

précédemment décrits, qui témoignent de l'implication de molécules de la famille des 

insulineslIGFs dans la prolifération des cellules germinales par mitoses successives et dans le 

développement et la maturation des gamètes femelles. Du reste, chez les insectes, Aedes 

(Riehle et Brown, 1999) et Bombyx mori (Lindstrom-Dinnetz et Iatrou, 1997), les 

récepteurs de type insuline ont été caractérisés à partir d'ovaires, et leur niveau d'expression 

est augmenté dans les cellules folliculaires (Helbling et Graf, 1998), qui la 

principale source d'ecdystéroides chez les insectes (Kappler et al., 1986), et au niveau des 

cellules nourricières impliquées dans la maturation des ovocytes (Helbling et Graf, 1 

Garofalo et Rosen, 1988). 
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- Enfin, le récepteur CIR s'exprime de manière différentielle 

"''''-'-=~~=~.'~'-._=-=--''''=' Une importante localisation d'ARNm de récepteur CIR est observée 

au niveau des ovocytes en de vitellogenèse, Un suivi de l'évolution de 1 des 

ARNm du récepteur CIR au cours de la vitellogenèse, ainsi que de leur statut de 

polyadénylation au cours du développement embryonnaire, permettrait de préciser la stabilité 

et l'activité de ces messagers à ce stade de développement très précoce, Après la fécondation, 

le transcrit s'exprime façon graduellement plus du D au stade 

Il jours (c'est-à-dire au cours des stades précoces du développement larvaire) pUiS son 

expression décline jusqu'à la métamorphose. Le niveau d'expression au stade 

véligère Il jours, alors que se mettent en place les principaux organes et le système nerveux 

central, traduit l'implication de molécules de la famille des insulines/IGFs dans les processus 

de différenciation tissulaire, et leur implication dans le métabolisme 

glucidique associé à ces bouleversements tissulaires (dépense énergétique). La métamorphose, 

au cours de laquelle certains organes larvaires se résorbent ou dégénèrent, tandis que d'autres 

se réorientent ou se réorganisent, et qu'enfin certains organes se différencient à partir de tissus 

encore semble en revanche représenter un ensemble de processus 

physiologiques peu dépendants de molécules de type insulinelIGF, et qui ne s'accompagnent 

donc pas d'une expression importante du récepteur CIR. Ces résultats peuvent être comparés à 

ceux décrits chez d'autres Invertébrés: chez la drosophile, le récepteur de type insuline est 

fortement exprimé au cours du développement (Petruzzelli et al., 

1986 ; Chen et al., 1996), et semble notamment être impliqué dans la prolifération cellulaire 

et/ou avoir un rôle trophique au cours la (Fernandez et al., 1995). ARNm 

de récepteur de drosophile stockés dans ovocytes semblent donc bien représenter un pool 

d'ARNm de récepteurs transmis par la mère afin d'être traduits au cours 

de développement embryonnaire et larvaire (Petruzzelli et al., 1986; Garofalo et Rosen, 

1988), 

L'étude de la localisation et de l'expression du CIR corifirme ainsi 

l'implication de molécules apparentées aux insulines/IGFs et de leurs récepteurs uniques dans 

multiples fonctions chez comme chez les Invertébrés en général, telles que le 

métabolisme glucidique, la reproduction, la croissance et le développement tissus adultes 

et larvaires, chez les Vertébrés par plusieurs types de 
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récepteurs de type insuline/IGF espèces d'Invertébrés auraient donc évolué 

séparément à partir d'une molécule ancestrale commune au récepteur unique de type insuline 

du prochordé Branchiostoma lanceolatum (amphioxus). Chez les Vertébrés, cette molécule 

est à récepteurs à l'insuline et aux IGFs, alors que chez les Invertébrés, 

les récepteurs sont des molécules uniques qui assurent seules de multiples fonctions 

biologiques. Cette pléiotropie d'effets biologiques, qui se traduit également par un vaste profil 

d'expression, pourrait être attribuée: 

- au domaine C-terminal très peu conservé entre espèces Vertébrés et Invertébrés. 

Au niveau des récepteurs d'Invertébrés, le domaine C-terminal peut lier directement ou 

indirectement via une molécule d'ancrage de type IRS-I de nombreuses molécules de la 

de signalisation. Au cours de l'évolution, ce domaine, qui participe à la transmission 

du signal biologique du ligand, aurait subi de nombreuses mutations conduisant à la perte la 

pléiotropie et à la spécialisation fonctionnelle des récepteurs vis-à-vis ligands. 

- à une activation importante des récepteurs qui résulte probablement de la présence de 

nombreux potentiels d'autophosphorylation (tyrosine) au niveau des domaines tyrosine 

kinase et C-terminal, de nombreux sites de N-glycosylation du domaine extracellulaire, et 

d'une endocytose du récepteur activé ("down-regulation") moins importante. Néanmoins, 

comme les Vertébrés, la signalisation est soumise à une régulation complexe 

probablement issue de la phosphorylation de résidus sérine et thréonine au niveau du domaine 

C-terminal. 

- à la présence de molécules ligands différentes qui pourraient être issues de de 

gènes comme chez la limnée. molécules, relativement divergentes des molécules de type 

insuline/IGF de Vertébrés mais aussi entre elles, pourraient s'exprimer de façon différentielle, 

selon le tissu, le cycle biologique, et le stade de développement de l'organisme, et compenser 

ainsi l'absence de spécialisation des récepteurs de type insuline chez les Invertébrés. 
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L'objectif de cette étude était de mettre en évidence l'existence d'un système 

insulinelIGF chez l'huître creuse Crassostrea gigas et de préciser ses fonctions biologiques. 

En effet, ces molécules interviennent chez de nombreux Invertébrés dans la régulation de 

DrC)CeSSlIS physiologiques tels que la reproduction, la et façon plus générale 

dans la régulation du métabolisme gJucidique, lipidique et protéique, en agissant par voie 

endocrine et/ou paracrine/autocrine. Or, des travaux antérieurs réalisés sur les bivalves ont 

démontré l'existence de mécanismes de régulation stricte de ces processus physiologiques, 

si les régulateurs homologues n'ont encore pu identifiés à ce jour. 

L'effet biologique de l'IGF-l recombinant humain a donc été chez C. gigas 

au cours d'un cycle biologique sur deux types de tissus cibles: la gonade, pour évaluer l'effet 

de !'IGF-! rh sur la reproduction, et le bord du manteau, zone de croissance active. tests 

biologiques in vitro réalisés sur les cellules germinales indiquent que des molécules de type 

insulinelIGF exercent un effet activateur sur la prolifération des cellules 

(augmentation des synthèses d'ADN) ainsi que sur le développement et la maturation des 

gamètes (augmentation synthèses de protéines). cellules dissociées de bord du 

manteau, ces molécules sont impliquées dans le métabolisme protéique associé à la croissance 

des parties molles mais également à la formation la coquille (ce qui a d'ailleurs été 

confirmé par l'hybridation in situ). 

Ces pléiotropes, sur types cellulaires multiples, d'une molécule d'un 

organisme phylogénétiquement très éloigné suggèrent j'existence de molécules de la même 

famille chez et la multiplicité de leurs effets biologiques. Ils indiquent également que 

les voies de transduction du déclenchées par la liaison du ligand chez C. gigas sont 

analogues à celles décrites chez les Vertébrés. 

activations significatives obtenues avec une molécule même hétérologue attestent 

également de l'intérêt de cette famille de molécules pour la mise au point de milieux de 

culture cellulaire adaptés aux bivalves, et il apparaît que la disponibilité du ligand homologue 

serait particulièrement avantageuse cette optique. 

Une saÎsonnalité très marquée des effets biologiques de 1 rh sur la reproduction 

et la croissance a également été observée. Cette saÎsonnalité peut être à l'origine de la 

difficulté à reproduire effets activateurs d'une expérience à l'autre, à quelques 

d'intervalle. programmes actuels de cryopréservation des cellules cibles (hémocytes, 

cellules germinales, cellules de cellules du manteau) cependant permettre 
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Figure 1 : Répartition phylogénétique des molécules du système insulinellGF (ligands et 
récepteurs). 

Bombyxines: molécules de type insuline chez Bombyx mori ; SBRPs : molécules de type insuline 
chez Samia cynthia ricini; ABRPs: molécules de type insuline chez Agrius cOrTVolvu/i; DILPs : 
molécules de type insuline chez Drosophila melanogaster; LIRP: molécule de type insuline chez 
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de s'affranchir de cet effet saÎsonnalité. Il sera alors possible de disposer tout au long de 

l'année de lots congelés de cellules homogènes et de sensibilité optimale aux facteurs, ce qui 

facilitera considérablement l'utilisation des tests biologiques in vitro et la purification de 

molécules régulatrices homologues. 

Cette saisonnalité est la conséquence d'une variation de réceptivité cellules cibles, 

probablement associée à une variation de l'expression des récepteurs liant l'IGF-l rh à la 

surface des cellules des tissus cibles. 

de ces récepteurs a d'ailleurs montrée par le déplacement de la liaison 

de !'IGF-l rh à partir de différents tissus cibles, mais également par la caractérisation d'un 

récepteur de type insuline C. gigas. Ce homologue semble relativement 

conservé avec les récepteurs de Vertébrés mais aussi avec les récepteurs de type insuline 

d'Invertébrés décrits dans la littérature. caractérisation complète du récepteur par la 

technique de 5'RACE-PCR devra être achevée; elle permettra de parfaire la recherche 

d'homologie et de séquences consensus dans le domaine de du ligand et préciser les 

alignements avec les séquences répertoriées dans les banques de données. Mais, d'ores et 

les régions caractéristiques de la famille récepteurs aux molécules de type 

insulinelIGF ont été identifiées. D'un point de vue phylogénique, la caractérisation de cette 

séquence permet d'étendre la répartition de ces récepteurs à la classe des Mollusques bivalves 

et donc de suggérer J'existence d'un "proto-récepteur" chez des organismes plus primitifs, 

comme a d'ailleurs émis l'hypothèse de la présence d'un "proto-ligand" (arbre de la 

répartition phylogénétique des ligands et des récepteurs). 

La caractérisation du domaine catalytique à activité tyrosine kinase et la mIse en 

évidence de séquences de fonctionnalité déterminée (sites de phosphorylation et de liaison de 

protéines de signalisation) confirment la participation du récepteur homologue à de 

nombreuses voies de transduction du équivalentes à celles décrites dans la littérature. 

récepteur est donc potentiellement impliqué dans plusieurs fonctions biologiques, ce qui 

de traduit d'ailleurs par un profil d'expression du récepteur dans les tissus responsables 

du métabolisme énergétique, de la reproduction et 

différentes étapes du développement des 

la croissance des adultes, ainsi que des 

Aux vues de cette expression ubiquitaire, et notamment au cours du développement 

des larves, iJ sera intéressant de préciser les variations de l'expression du récepteur du 
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système insuline/IGF, par exemple par la technique de PCR en temps réel, ce qui permettra de 

confirmer et d'affiner les biologiques obtenus. L'expression de ce marqueur, U"~'V'-'l"",", à 

d'autres facteurs comme l'expression du TGF-13, pourrait constituer à terme un moyen de 

des souches sélectionnées. 

la disponibilité de la séquence du récepteur de type insuline gigas 

permettrait d'envisager la production en grande quantité du récepteur homologue dans un 

système d'expression eucaryote (cellules d'Insectes utilisées au laboratoire) assurant les 

différents mécanismes de maturation post-traductionnelle de la protéine (à savoir le clivage 

protéolytique du pro-domaine et des deux sous-unités, formation de ponts disulfures, la 

N-glycosylation, la dimérisation et l'adoption de la conformation spatiale adéquate). Grâce à 

la surexpression à la surface de cellules cibles (ovocytes par exemple) de cette protéine 

recombinante correctement maturée, il serait envisageable de rechercher le ou ligands du 

système insuline/IGF de gigas. Cela nécessitera la mise au point préalable d'un test 

biologique qUI de sélectionner fractions de tissus positives. test 

biologique pourrait être basé sur la phosphorylation d'une protéine de signalisation spécifique 

à la cascade de transduction du signal molécules d'insuline/IGF, ou sur la production de 

messagers secondaires, ou bien encore basé sur le déplacement par les différentes fractions de 

la liaison aux récepteurs recombinants d'une molécule de type insuline/IGF marquée. 

L'obtention et la production par le même système de molécules de type insuline/IGF 

serait alors un atout majeur pour la mise au point de modèles de cultures de cellules. D'un 

point de vue appliqué, ces modèles d'étudier l'impact 

environnementaux, écotoxicologiques ou alimentaires sur la physiologie de l'huître et ainsi 

d'optimiser la production et la croissance des huîtres creuses Crassas/rea gigas. 
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Annexes 



Annexe 1: Evolution de la quantité de protéines dans la gonade d'huîtres creuses 
Crassostrea gigas de Saint-Vaast-Ia-Hougue (suivi 1997-1996; Heude
Rerthelin, 2000). 
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Annexe 2 : a : Profil annuel de la croissance pondérale journalière de la coquille d'huître 
creuse Crassostrea gigas de la Baie des Veys (suivi 2000-2001). 
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b : Saisonna lité de la croissance de la coquille d'huître creuse Crassostrea 
gigas de la Baie des Veys (2000). 
(données fournies par Dubois et Costil, 2001) 
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- RESUME / SUMMARY -

Implication des molécules du systéme insulineflGF dans la croissance et la reproduction de l'huître creuse Crassostreagigas : 
effets biologiques in vitro d'un ligand hétérologue (lGF-l recombinant humain), caractérisation et expression d'un récepteur 
homologue de type insuline. 

L'ostréiculture française repose essentiellement sur l'exploitation d'une seule espèce, l'huître creuse Crassostrea gigas. Face 

aux difficultés rencontrées par la profession, W1e meilleure compréhension de la reproduction et de la croissance de ces animaux 

s'avère essentielle. 

L' implication de molécules de la famille des insulineslIGFs dans la régulation de ces processus physiologiques a été 

recherchée chez C. gigas : l'effet biologique de l'IGF-1 recombinant hwnain (IGF-I rh) a été suivi au cours d'un cycle biologique sur 

des cellules de gonade et de bord du manteau, tissus cibles de la reproduction et de la croissance somatique et coquillière chez 

l' huître: - L'IGF-1 rh stimule les proliférations cellulaires dans la gonade en période de multiplication des cellules germinales (68% 

à 10-12 M) et active les synthèses de protéines des cellules germinales lors de la période de développement et de maturation des 

gamètes (41 % à 1 O·IJ M). - L'IGF -1 rh stimule les synthèses protéiques des cellules de bord du manteau en période de croissance des 

parties molles de l' huître (57,5% à 1O-II M) et de pousse coquillière active (56% à 10- 10 M). Ces données indiquent que des molécules 

de type insulinelIGF seraient impliquées dans le contrôle de la reproduction et de la croissance chez C. gigas. 

L'effet saisonnier de molécules de type insulinelIGF peut être associé à une expression différentielle des récepteurs 

spécifiques de ces molécules. L'existence de ces récepteurs a été mise en évidence chez C. gigas par le déplacement de la liaison de 

l' IGF-I rh au niveau des différents tissus cibles. De plus, la caractérisation d'un récepteur homologue de type insuline a été réalisée 

par une approche de biologie moléculaire. Ce récepteur présente une relative conservation avec les autres récepteurs de la famille. il 

s 'exprime de façon ubiquitaire chez l'adulte, son niveau d'expression variant selon les tissus, et présente une expression différentielle 

au cours du développement larvaire. 

Involvment of molecules belonging to the insulin/IGF system in growth and reproduction of the Pacific oyster Crassostrea 
gigas: ilt vitro biological effects of human recombinant IGF-l, characterisation and expression of an homologous insulin-like 
receptor. 

Oyster rearing along the French Atlantic coastline relies upon a single species, the Pacific oyster Crassostrea gigas. ln this 

context, understanding of reproduction and growth processes would be useful to cope with the difficulties coming upon the 

profession - spawn obtention, swnmer mortalities, epizootie risks and growth problems. 

lnvolvement of some molecules belonging to insulinlIGF superfamily in regulation of growth and reproduction has been 

investigated in C. gigas.ln vitro biological effects ofhwnan recombinant IGF-I (IGF-I rh) on gonadic and mantle edge cells - which 

are target tissues to oyster reproduction, somatic growth and shell growth - have been followed up during an annual cycle: - IGF-I rh 

stimulates cell prolitèration during germinal cells multiplication stage (68% at 10-12 M). It also activates genninal cells protein 

synthesis during gametes development and maturation (41% at IO- IJ M). - IGF-I rh stimulates mantle edge cells prote in synthesis 

during oyster soft tissues growth (57,5% at 1 0-IIM) and active shell growth (56% at 10-10 M). These results indicate that C. gigas 

reproduction and growth may be under partial control of some insulinlIGF-like molecules. 

InsulinlIGF-likes seasonal effect on those biological processes can be associated with differential expression oftheir specific 

receptors. ln C. gigas, the occurrence of such a receptor has been enlightened studying the shi ft of IGF-I rh binding to its target 

tissues. Furthermore, a homologous insulin-like receptor has been characterised using a molecular biology approach. This receptor 

presents a relative conservation when compared to other members of the family. !ts expression is ubiquitous during adult stage even 

though expression level is tissue specific . The receptor also shows a differential pattern of expression during larval development. 

MOTS CLES Bivalves, Crassostrea, Reproduction (Régulation), Croissance (Régulation), Facteurs de croissance, lnsuline, 

Récepteurs-Hormones, Evolution moléculaire. 

Laboratoire de Biologie et Bioteclmologies Marines -!BBA - Université de Caen - Esplanade de la Paix - 14032 Caen Cédex. 

http:gigas.ln

