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RÉSUMÉ 

L e s IGF, l e u r s récepteurs e t l e u r s protéines d e l i a i s o n c o n s t i t u e n t u n e f a m i l l e 
moléculaire q u i j o u e u n rôle e s s e n t i e l d a n s l a régulation d e la c r o i s s a n c e e t d u 
développement. N o u s n o u s s o m m e s intéressés à la caractérisation moléculaire d e l ' IGF - l 
e t d e s o n récepteur ( I G F - 1 R ) c h e z le t u r b o t (Psetta maxima), u n p o i s s o n p la t téléostéen. 
P a r R T - P C R , n o u s a v o n s clone u n A D N c c o d a n t p o u r l es q u a t r e d o m a i n e s d e l ' IGF - l 
m a t u r e . L a protéine présente 7 0 à 9 6 % d'identité a v e c l es a u t r e s I G F - I d e vertébrés. L e 
c l o n a g e d e la séquence c o d a n t e entière d u récepteur a nécessité la c o n s t r u c t i o n d ' u n e 
b a n q u e d ' A D N c d ' e m b r y o n s d e t u r b o t s . L e récepteur e s t organisé e n d o m a i n e s d o n t la 
t a i l l e et l e s caractéristiques s o n t s e m b l a b l e s à c e l l e s d e s a u t r e s récepteurs a u x I G F d e 
t y p e 1 décrits c h e z l e s mammifères e t le p o u l e t . L a région c a t a l y t i q u e e s t particulièrement 
conservée. D a n s c e r t a i n s d o m a i n e s , n o t a m m e n t d a n s la région C - t e r m i n a l e d u précurseur, 
q u e l q u e s différences q u i p o u r r a i e n t a v o i r u n e i m p o r t a n c e f o n c t i o n n e l l e s o n t c e p e n d a n t 
observées. E n f i n , p a r R T - P C R , n o u s a v o n s m i s e n évidence u n e régulation ontogénique 
d u s t a t u t d e polyadénylation d e s A R N m I G F - 1 R . 

TURBOT (PSETTA MAXIMA) IGF-I AND RECEPTOR cDNAs CLONING. 

ABSTRACT 

T h e I G F s , t h e i r r e c e p t o r s a n d t h e i r b i n d i n g p r o t e i n s c o n s t i t u t e a f a m i l y o f ce l l u l a r 
m o d u l a t o r s t h a t p l a y e s s e n t i a l f u n c t i o n s in t h e régulation of g r o w t h a n d d e v e l o p m e n t . In 
o u r s t u d y , w e h a v e c a r r i e d o u t t h e m o l e c u l a r c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e I G F - I a n d i ts r e c e p t o r 
( I G F - 1 R ) f r o m t h e t u r b o t (Psetta maxima), a t e l e o s t f l a t f i s h . 

B y R T - P C R , w e h a v e c l o n e d a n I G F - I c D N A . T h e d e d u c e d p e p t i d e s h o w s 7 0 - 9 6 % 
i d e n t i t y w i t h t h e o t h e r v e r t e b r a t e I G F - I séquences p r e v i o u s l y d e s c r i b e d . W e h a v e a l s o 
c l o n e d a c D N A e n c o d i n g t h e I G F t y p e 1 r e c e p t o r p r e c u r s o r f r o m a n e m b r y o s c D N A l ibrary. 
T h e d e d u c e d I G F - 1 R p r i m a r y séquence c o n t a i n s a i l t h e t o p o l o g i c a l f e a t u r e s c h a r a c t e r i s t i c 
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of t h e I G F - 1 R . I n d e e d , t h e t u r b o t r e c e p t o r is h igh ly c o n s e r v e d c o m p a r e d to i ts m a m m a l i a n 
c o u n t e r p a r t s , p a r t i c u l a r l y w i t h i n t h e c a t a l y t i c d o m a i n . S o m e différences w e r e n e v e r t h e l e s s 
o b s e r v e d in t h e p r i m a r y séquence t h a t m a y af fect t h e f u n c t i o n of t h e r e c e p t o r . F ina l l y , by 
u s i n g a n R T - P C R a p p r o a c h , w e h a v e s h o w n tha t I G F - 1 R m R N A p o l y a d e n y l a t i o n s t a t u s 
v a r i e s a c c o r d i n g t o t h e d e v e l o p m e n t a l s t a g e . 

INTRODUCTION 

C h e z l ' e n s e m b l e d e s vertébrés, la régulation d e la c r o i s s a n c e e s t s o u s le contrôle 
d e l ' axe s o m a t o t r o p e , m a i s a u s s i d e l ' axe thyréotrope e t d a n s u n e m o i n d r e m e s u r e d e 
l ' a x e g o n a d o t r o p e . L ' h o r m o n e d e c r o i s s a n c e ( G H ) j o u e u n rôle c e n t r a l d a n s c e 
phénomène. E l l e e x e r c e néanmoins la majorité d e c e s e f fe t s somatogéniques d e façon 
i n d i r e c t e , v i a la s t i m u l a t i o n d e la p r o d u c t i o n hépat ique d ' I G F - l (« I n s u l i n - l i k e G r o w t h 
F a c t o r - I »). C ' e s t c e d e r n i e r q u i a s s u r e a l o r s l e contrôle d e l a prol i fération e t d e la 
différenciation c e l l u l a i r e s ( r e v u e p a r H U M B E L , 1 9 9 0 ) . L ' IGF- I , t ou t c o m m e l ' I G F - l l , s o n t 
a u s s i sécrétés p a r d e n o m b r e u x a u t r e s t y p e s c e l l u l a i r e s et e x e r c e n t a i n s i d e s a c t i o n s 
p a r a c r i n e s e t a u t o c r i n e s complémentaires d e l e u r rôle e n d o c r i n e joué a u s e i n d e l 'axe 
s o m a t o t r o p e ( H O L L Y e t W A S S , 1 9 8 9 ) . 

L e s I G F s o n t l ' u n e d e s c o m p o s a n t e s d ' u n système c o m p l e x e i n c l u a n t également 
d e s protéines d e l i a i s o n , l e s I G F - B P (« I G F - B i n d i n g P r o t e i n s »), e t d e s récepteurs 
m e m b r a n a i r e s spécif iques d e h a u t e affinité. 

C h e z l e s mammifères, s e p t I G F - B P d i s t i n c t e s o n t été caractérisées ( r e v u e p a r 
J O N E S e t C L E M M O N S , 1 9 9 5 ; O H e r al., 1 9 9 6 ) . O u t r e l e u r rôle d a n s le t r a n s p o r t d e s IGF, 
c e s molécules s o n t c a p a b l e s d e c o o r d o n n e r et d e réguler l ' i n t e r a c t i o n d e s I G F a v e c l e u r s 
récepteurs. C h e z l e s p o i s s o n s , l ' e x i s t e n c e d e protéines d e l i a i s o n a également été 
démontrée p a r d e s études d e l i a i s o n d ' h o r m o n e s hétérologues marquées. S e l o n les 
espèces, u n n o m b r e v a r i a b l e d ' I G F - B P a été caractérisé ( K E L L E Y et al., 1 9 9 2 ; 
A N D E R S O N et al., 1 9 9 3 ) , s a n s q u e l e u r s séquences ni l e u r s rôles éventuels d a n s la 
m o d u l a t i o n d e s e f f e t s b i o l o g i q u e s d e s I G F ne s o i e n t c o n n u s . 

O n possède e n r e v a n c h e p l u s d e données s u r l e s I G F II e x i s t e , c o m m e c h e z l es 
a u t r e s vertébrés, d e u x I G F d o n t l e s A D N c o n t été c l o n e s c h e z p l u s i e u r s espèces d e 
téléostéens ( I G F - I : C A O et al., 1 9 8 9 ; D U G U A Y et al., 1 9 9 2 , 1 9 9 6 ; S H A M B L O T T e t 
C H E N , 1 9 9 2 ; W A L L I S e t D E V L I N , 1 9 9 3 ; M c R O R Y e t S H E R W O O D , 1 9 9 4 ; R E I N E C K E et 
al., 1 9 9 7 ; I G F - I I : S H A M B L O T T e t C H E N , 1 9 9 2 ; G E N T I L et al., 1 9 9 6 ; D U G U A Y et al., 
1 9 9 6 ; C H E N et al., 1 9 9 7 ) . M O R I Y A M A et al. ( 1 9 9 4 ) e t G E N T I L et al. ( 1 9 9 6 ) o n t m i s a u 
p o i n t d e s d o s a g e s r a d i o - i m m u n o l o g i q u e s ( r e s p e c t i v e m e n t p o u r l ' IGF- l e t p o u r l ' IGF- l l ) q u i 
o n t été utilisés p o u r la m e s u r e d e s t a u x p l a s m a t i q u e s d e s I G F ; m a i s c e r t a i n s problèmes 
méthodologiques d ' e x t r a c t i o n d e s I G F - B P n'étaient p a s t o u j o u r s résolus, a u s s i 
l'interprétation p h y s i o l o g i q u e n e s ' e s t p a s t o u j o u r s avérée aisée. D ' a u t r e s études, réalisées 
p a r N o r t h e r n - b l o t o u p a r « R N a s e p r o t e c t i o n a s s a y », o n t p e r m i s d e m e t t r e e n évidence, 
d a n s c e r t a i n e s c o n d i t i o n s t e l l e s q u e le jeûne o u la s m o l t i f i c a t i o n , d e s m o d i f i c a t i o n s d e s 
t a u x d ' A R N m e s s a g e r s d a n s le f o i e ( D U A N e t P L I S E T S K A Y A , 1 9 9 3 ; D U A N et al., 1 9 9 5 ) , 
d a n s l e s b r a n c h i e s ( S A K A M O T O et al., 1 9 9 5 ) e t d a n s l es c e l l u l e s t e s t i c u l a i r e s ( L E G A C et 
al., 1 9 9 6 ) . 

L a p l u p a r t d e s e f f e t s c e l l u l a i r e s d e l ' IGF- l , m a i s a u s s i d e l ' IGF- l l s o n t t r a n s m i s , c h e z 
l e s mammifères, p a r l'intermédiaire d u récepteur a u x I G F d e t y p e 1 ( I G F - 1 R ) . C h e z c e s 
d e r n i e r s , l ' I G F - l l s e l ie également a v e c une f o r t e affinité s u r u n récepteur a u x I G F d e 
t y p e 2 , q u i e s t i d e n t i q u e a u récepteur a u M a n n o s e - 6 - P h o s p h a t e ( M - 6 - P / I G F - 2 R ) . 
C e p e n d a n t , c e t t e i n t e r a c t i o n p e r m e t t r a i t u n i q u e m e n t u n e régulation d u t a u x d e p e p t i d e 
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l ib re . D e p l u s , le récepteur a u m a n n o s e - 6 - p h o s p h a t e e s t i n c a p a b l e d e l ier l ' IGF- l l c h e z le 
p o u l e t ( C A N F I E L D e t K O R N F E L D , 1 9 8 9 ) , le xénope ( K I E S S et al., 1 9 9 4 ) , e t très 
v r a i s e m b l a b l e m e n t c h e z l e s p o i s s o n s ( D R A K E N B E R G et al., 1 9 9 3 ; L E G A C et al., 1 9 9 6 ) . 
L e récepteur a u x I G F d e t y p e 1 , q u i a p p a r t i e n t à la f a m i l l e d e s t y r o s i n e s k i n a s e s , e s t u n e 
protéine glycosylée d ' e n v i r o n 3 0 0 k D a . I n i t i a l e m e n t synthétisé s o u s la f o r m e d ' u n 
précurseur constitué d ' u n e s e u l e chaîne p o l y p e p t i d i q u e , il e s t e n s u i t e clivé a u n i v e a u d ' u n 
s i t e protéolytique localisé à la j o n c t i o n d e s sous-unités a e t p. L e récepteur f o n c t i o n n e l e s t 
u n hétérotétramère constitué d e d e u x sous-unités a e x t r a c e l l u l a i r e s e t d e d e u x 
sous-unités p t r a n s m e m b r a n a i r e s , reliées p a r d e s p o n t s d i s u l f u r e s ( r e v u e p a r L E R O I T H et 
al., 1 9 9 5 ) . L a p a r t i e a e s t r e s p o n s a b l e d e la f i x a t i o n d e s l i g a n d s t a n d i s q u e la p a r t i e p 
possède u n d o m a i n e c a t a l y t i q u e générant u n e activité t y r o s i n e k i n a s e . C h e z l e s p o i s s o n s 
o s s e u x , l es données c o n c e r n a n t I G F - 1 R, très limitées, s o n t le f ru i t d'expériences de l i a i s o n 
d e l i g a n d s , h o m o l o g u e s o u hétérologues, s u r d e s préparations m e m b r a n a i r e s b r u t e s o u 
semi-purifiées. D e s s i t e s d e l i a i s o n spécifiques d e l ' IGF- l o n t a i n s i été décrits d a n s le f o i e , 
l e s m u s c l e s s q u e l e t t i q u e s o u c a r d i a q u e s , le c e r v e a u e t l es g o n a d e s ( D R A K E N B E R G et al., 
1 9 9 3 ; G U T I E R R E Z et al., 1 9 9 3 , 1 9 9 5 ; L O I R e t L E G A C , 1 9 9 4 ; B L A I S E et al., 1 9 9 5 ; 
P A R R I Z A S et al., 1 9 9 5 ; L E G A C et al., 1 9 9 6 ; L E I B U S H et al., 1 9 9 6 ) . 

B i e n q u e l e s molécules impliquées d a n s la régulation d e la c r o i s s a n c e s o i e n t très 
s e m b l a b l e s c h e z l ' e n s e m b l e d e s vertébrés, l es p o i s s o n s présentent c e r t a i n e s particularités 
q u i f o n t q u ' i l e s t d i f f i c i l e d ' e x t r a p o l e r l e s résultats o b t e n u s c h e z l es mammifères. E n 
p a r t i c u l i e r , l e p r o c e s s u s d e c r o i s s a n c e d e s p o i s s o n s apparaît c o n t i n u e t s u r t o u t lié à d e s 
phénomènes d ' h y p e r p l a s i e c e l l u l a i r e . D u fa i t d e la complexité d u système I G F ( a c t i o n s 
e n d o c r i n e , p a r a c r i n e e t a u t o c r i n e , i n t e r a c t i o n s m u l t i p l e s e n t r e l e s I G F et l e s I G F - B P ) , n o u s 
a v o n s c h o i s i d e f o c a l i s e r n o t r e a t t e n t i o n s u r le récepteur, q u i o c c u p e u n e p o s i t i o n clé d a n s 
c e système, e t d e développer l e s o u t i l s moléculaires h o m o l o g u e s a f i n d e p o u v o i r a b o r d e r , 
à t e r m e , l'étude d e I G F - 1 R e t d e s e s l i g a n d s a u c o u r s d e la c r o i s s a n c e c h e z le t u r b o t 
(Psetta maxima). N o u s présentons ic i l e s p r e m i e r s résultats o b t e n u s après c l o n a g e d e s 
A D N c c o r r e s p o n d a n t à l ' IGF- l e t à s o n récepteur. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

1. Animaux et traitements 

C e t t e étude a été menée s u r d e s e m b r y o n s , d e s l a r v e s e t d e s juvéniles d e t u r b o t 
d ' e n v i r o n 1 0 0 g , g r a c i e u s e m e n t m i s à n o t r e d i s p o s i t i o n p a r la s t a t i o n I F R E M E R d e B r e s t . 
L e s juvéniles s o n t préacclimatés à l e u r s t r u c t u r e d'élevage définitive ( b a s s i n s d e 1 m 2 , 
photopériode n a t u r e l l e , salinité 34°too, température 17°C) e n v i r o n 3 s e m a i n e s avan t le 
début d e s expérimentations. Q u e l q u e s p o i s s o n s o n t e n s u i t e s u b i d e u x i n j e c t i o n s de G H 
( 0 , 5 u g / k g ) p a r s e m a i n e , p u i s o n t été sacrifiés 2 4 h après la 9 e i n j e c t i o n . 

2. Amorces 

Tro i s c o u p l e s d ' a m o r c e s ( E u r o g e n t e c ) o n t été utilisés. P o u r l ' a m p l i f i c a t i o n d e l ' A D N c 
I G F - I d e t u r b o t , l es a m o r c e s I G F - I D e t I G F - I E o n t été c h o i s i e s à p a r t i r d e la séquence d e 
l ' I G F - l d e t r u i t e a r c - e n - c i e l . E l l e s p e r m e t t e n t l ' a m p l i f i c a t i o n d e t o u t e la séquence d u p e p t i d e 
m a t u r e . L ' a m p l i f i c a t i o n d e la quasi-totalité d u d o m a i n e t y r o s i n e k i n a s e d e I G F - 1 R ( s o n d e 1 , 
F i g u r e 3 ) a été réalisée à l ' a ide d e s a m o r c e s dégénérées O I 5 e t O I 6 . C e t t e séquence a 
e n s u i t e été étendue e n 5 ' grâce à u n e a m o r c e spécifique a n t i s e n s ( O I 1 0 ) e t à u n e a m o r c e 
dégénérée s e n s ( O I C 2 ) . T o u s c e s oligonucléotides possèdent à l e u r extrémité 5' u n e 
séquence spécifique d e 12 b a s e s c o n t e n a n t d e s résidus d U M P q u i , l o r s q u ' i l s s o n t traités à 
l'« U r a c y l D N A g l y c o s y l a s e », d e v i e n n e n t a b a s i q u e s e t p e r m e t t e n t l ' i n s e r t i o n orientée d e s 
f r a g m e n t s amplifiés d a n s u n v e c t e u r p A M P 1 . 
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Abréviations p o u r l es a m o r c e s dégénérées : R = [ A , G ] ; Y = [C ,T ] ; K = [T,G] ; S = [ C , G ] ; 
V = [ A , C , G ] ; N = [ A , C , G , T ] . S o u A S : a m o r c e S e n s o u A n t i S e n s . 

3. Synthèse d'ADNc par RT-PCR 

L ' e x t r a c t i o n d e s A R N t o t a u x a été réalisée s e l o n la t e c h n i q u e décrite p a r A U F F R A Y 
e t R O U G E O N ( 1 9 8 0 ) . L e s réactions d e t r a n s c r i p t i o n i n v e r s e ( R T ) s o n t réalisées à p a r t i r d e 
1 0 u g d ' A R N t o t a l e n présence d e 5 0 n g d'hexamères aléatoires o u 0 ,5 u M d ' o l i g o ( d T ) , 
0 , 5 m M d e c h a q u e d N T P , 4 u l d e t a m p o n e t 2 0 0 unités d e t r a n s c r i p t a s e i n v e r s e 
« S u p e r s c r i p t " R N a s e H - » ( G i b c o B R L ) d a n s u n v o l u m e réactionnel d e 2 0 p l . L a 
polymérisation e s t effectuée à 37°C d u r a n t 1 h e u r e . 

L e m i l i e u d e P C R ( 5 0 u l ) s e c o m p o s e d e 10 pl d e m i l i e u d e RT, d e 3 5 p m o l e s d e 
c h a q u e a m o r c e ( s a u f p o u r l e s a m o r c e s O I 5 et O I 6 : 1 7 5 p m o l e s ) , d e 5 pl d e t a m p o n d e 
réaction, d e 1,5 m M d e M g C I 2 , d e 1 5 0 p M d e c h a q u e d N T P e t d e 2 , 5 unités d e « G o l d s t a r 
D N A P o l y m e r a s e » ( E u r o g e n t e c ) . L a réaction d e polymérisation e s t caractérisée p a r la 
s u c c e s s i o n d e 3 0 ( p o u r I G F - 1 R ) o u d e 4 5 c y c l e s ( p o u r I G F - I ) constitués c h a c u n d e s 
étapes s u i v a n t e s : dénaturation (94°C, 1 m in 3 0 ) ; h y b r i d a t i o n ( 5 0 o u 55°C, 1 m i n 3 0 ) ; 
élongation (72°C, 1 m i n 3 0 ) . 

4. Clonage et séquençage 

L e s p r o d u i t s purifiés d e P C R o n t été c l o n e s d a n s le v e c t e u r p A M P 1 (« C l o n e A M P 
S y s t e m », G i b c o B R L ) , s u i v a n t le p r o t o c o l e recommandé p a r le f o u r n i s s e u r . Après leu r 
t r a n s f o r m a t i o n p a r électroporation, l e s bactéries r e c o m b i n a n t e s s o n t sélectionnées, p u i s 
l ' A D N p l a s m i d i q u e e s t purifié p a r l e s t e c h n i q u e s c l a s s i q u e s et séquence s e l o n la méthode 
d e S A N G E R et al. ( 1 9 7 7 ) à l ' a i de d u k i t « S e q u e n a s e II » ( U S B ) . 

5. Construction et criblage d'une banque d'ADNc d'embryons de turbots 

L a synthèse d e s A D N c e s t réalisée à p a r t i r d e 2 p g d ' A R N p o l y ( A ) + d ' e m b r y o n s d e 
t u r b o t s âgés d e 4 8 h e u r e s . C e t t e synthèse a i n s i q u e l ' i n s e r t i o n d e s A D N c d a n s 
le p h a g e X.gt 1 0 s o n t réalisées à l ' a ide d u kit « R i b o c l o n e A D N c S y n t h e s i s » ( P r o m e g a ) . 
Après e n c a p s i d a t i o n (« G i g a p a c k II G o l d P a c k a g i n g E x t r a c t », Stratagène), l es p h a g e s o n t 
s e r v i à i n f e c t e r d e s bactéries C 6 0 0 H f l . L a b a n q u e a été étalée e n totalité, s a n s être 
amplifiée ( t i t re : 1 , 5 .10 5 p f u / u g d e v e c t e u r ) . 

L e s d e u x s o n d e s I G F - 1 R amplifiées p a r R T - P C R o n t s u c c e s s i v e m e n t été utilisées 
p o u r c r i b l e r l a b a n q u e . E l l e s o n t été marquées a u d C T P [ a 3 2 P ] p a r la t e c h n i q u e d'amorçage 
a u h a s a r d . Après préhybridation, l e s f i l t r es ont été h y b r i d e s p e n d a n t 16 h à 65°C d a n s u n 
m i l i e u 6 X S S P E , 5 X D e n h a r d t ' s , 0 , 5 % S D S , 1 0 0 u g / m l d ' A R N t d e l e v u r e , c o n t e n a n t la 
s o n d e dénaturée à r a i s o n d e 1 0 6 c p m / m l d e m i l i e u . D e s l a v a g e s s t r i n g e n t s o n t e n s u i t e été 
réalisés, p u i s l e s f i l t res o n t été exposés c o n t r e u n f i l m K o d a k X A R - 5 à -70°C p e n d a n t 2 4 h . 

a m o r c e s é q u e n c e (5' • 3') S ou A S Tm (°C) 

IGF- ID C U A CUA C U A C U A T C C TAA C C C TGA CTT C G G C G S 59 
IGF-1E C A U CAU C A U C A U TTC TTG G C A TGT CTG TGT G G C AS 58 

015 ~ C U A CUA C U A CUA T C T G T S A A C CCN GAR TAY TTY " S 58 
016 C A U CAU C A U CAU A G G C C K C C Y TTC ATV ACR AA AS 59 

0110 C A U CAU C A U CAU TCT TTG A C C ACG C C C T T C J 3 C AS 66 
0 I C 2 ' C U A CUA C U A C U A A C A GAR TAY GAY GGN CAR GA S 58 
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RÉSULTATS - DISCUSSION 

1. Clonage et séquençage d'un ADNc correspondant à l'IGF-1 de turbot 

A p a r t i r d ' A R N t o t a u x d e fo i e d e t u r b o t s traités à la G H , n o u s a v o n s p u , p a r 
R T - P C R , a m p l i f i e r u n A D N c d ' e n v i r o n 3 0 0 p b . L a séquence p e p t i d i q u e , déduite après 
séquençage d e c e c l o n e , c o m p r e n d la totalité d e l ' IGF- l m a t u r e . Constitué d e 6 8 a c i d e s 
aminés, il présente u n p o u r c e n t a g e d e similarité c o m p r i s e n t r e 7 0 e t 9 6 % a v e c les a u t r e s 
séquences c o n n u e s d e vertébrés. C o m m e c h e z l e s a u t r e s espèces, c e p e p t i d e peut être 
divisé e n q u a t r e d o m a i n e s . L e s d o m a i n e s A e t B s o n t l e s p l u s conservés a v e c 
r e s p e c t i v e m e n t 8 6 et 9 0 % d'identité a v e c la séquence h u m a i n e ( T a b l e a u I ) . C h e z l e s 
mammifères, c e s d e u x régions j o u e n t u n rôle i m p o r t a n t d a n s la l i a i s o n d e l ' IGF- l avec s o n 
récepteur et a v e c l es protéines d e l i a i s o n ( C A S C I E R I e t B A Y N E , 1 9 9 4 ) . 

Tableau I 

Pourcentages d'identité entre l'IGF-l de turbot et celui d'autres vertébrés. 

Table I 
Percent IGF-I séquence identity between turbot and other vertebrate species. 

Domaines B C A D 
Dorade 93,1 100 95,2 100 

Tilapia 96,6 91,6 95 ,2 50 

Truite 100 66,7 95 ,2 62,5 

Saumon 100 66,7 95 ,2 62,5 

Xénope 96,6 66,7 85 ,7 62,5 

Poulet 93,1 41,7 90 ,5 5 0 

Homme 89,7 41,7 85 ,7 5 0 

T o u s l e s a c i d e s aminés décrits c o m m e étant déterminants p o u r la c o n f o r m a t i o n o u 
p o u r l'activité b i o l o g i q u e d e la molécule s o n t présents d a n s la séquence d u t u r b o t 
( F i g u r e 1 ) . O n r e t r o u v e e n e f fe t l e s s i x résidus cystéines i n t e r v e n a n t d a n s la f o r m a t i o n d e s 
p o n t s d i s u l f u r e s i n t r a - o u i n t e r - d o m a i n e s , l e s a c i d e s aminés l e u c i n e s , v a l i n e s e t 
i s o l e u c i n e s q u i c o n t r i b u e n t à la f o r m a t i o n d u n o y a u h y d r o p h o b e d e l ' I G F - l , a i n s i q u e l e s 
résidus P h e 2 3 , T y r 2 4 e t P h e 2 5 q u i s o n t impliqués d a n s la l i a i s o n d u p e p t i d e à s o n 
récepteur. L a b s e n c e d e d e u x a c i d e s aminés d a n s le d o m a i n e C p a r r a p p o r t a u x 
séquences m a m m a l i e n n e s e s t également observée c h e z le t i l a p i a e t la d o r a d e , m a i s 
n ' ex i s t e ni c h e z le s a u m o n , n i c h e z la t r u i t e . 

2. Caractérisation de l'ARN messager du récepteur aux IGF de type 1 

C h e z l e s mammifères, l ' A R N m I G F - 1 R s e caractérise n o t a m m e n t p a r s a ta i l l e 
i m p o r t a n t e (11 k b ) m a i s a u s s i p a r s a d i s t r i b u t i o n , f a i b l e q u a n t i t a t i v e m e n t m a i s néanmoins 
u b i q u i t a i r e ( r e v u e p a r L E R O I T H et al., 1 9 9 5 ) . N o t r e première démarche a consisté à 
a m p l i f i e r u n A D N c n o u s p e r m e t t a n t d ' o b t e n i r d e s i n f o r m a t i o n s s u r la n a t u r e d e c e t A R N 
m e s s a g e r c h e z le t u r b o t . Pa r R T - P C R , à l ' a ide d e s a m o r c e s dégénérées O I 5 e t O I 6 , n o u s 
a v o n s o b t e n u u n f r a g m e n t d ' A D N c d e 7 9 0 p b c o u v r a n t l a quasi-totalité d u d o m a i n e 
t y r o s i n e k i n a s e ( s o n d e 1 , F i g u r e 3 ) . E n u t i l i san t c e t t e s o n d e , n o u s a v o n s réalisé d e s 
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D O M A I H E B D O 
homme G P E T L C G A E L V D A L Q F V C G D R G F Y F N K P T G Y G S S S R 
poulet . S . . . 
xénope T . S . . . N N . 
saumon 

T 1 ' ' ' ' . s . , . 
tilapia 
dorade S T 1 - . s . . -

A . 

turbot B H H • É l 

M A I H E C D O M A I N E A D O M A I H E D 
homme R A P Q T G 1 1 V D E C C F R S C D L R R L E M Y C A P L K P A K S A 
poulet . L H H K Q . . . 1 . . P . . 
xénope . S H H R Q . . F . A 
saumon . S H N R Q . . . V S G . A 
tilapia . S - - R Q . . Q . V T P I S 
dorade . S - - R Q . . . A T S . A 
turbot • . . HH ' H 

Figure 1 
Alignement et comparaison des séquences protéiques de différents IGF-I. 
homme (RINDERKNECHT et HUIVIBEL, 1978) - poulet (KAJIMOTO et ROTWEIN, 
1989) - xénope (KAJIMOTO et ROTWEIN, 1990) - saumon (CAO et al., 1989) -
truite (SHAMBLOTT et CHEN, 1992) - tilapia (REINECKE ef al., 1997) - dorade 
(DUGUAYef a/., 1996). 

Figure 1 
Alignment and comparison of different IGF-I primary sequences, 
human (RINDERKNECHT and HUMBEL, 1978) - chicken (KAJIMOTO and ROTWEIN, 
1989) - xenopus (KAJIMOTO and ROTWEIN, 1990) - salmon (CAO et al., 1989) -
tilapia (REINECKE et al., 1997) - gilthead seabream (DUGUAY era/.,1996). 

expériences de Northern-blot et ainsi visualisé un messager unique de 13 kb, plus 
fortement exprimé dans la branchie que dans le muscle, et à peine détectable dans le foie 
(ELIES et al., 1996). La grande taille de l'ARNm que nous avons détecté suggère que 
celui-ci possède, comme chez les mammifères, une très longue région 3' non traduite 
(3'NTR). 

Nous avions montré au laboratoire que le statut de polyadénylation des ARNm 
IGF-1R semblait être régulé différemment selon le stade de développement chez le 
xénope (GROIGNO et al., 1996). Nous avons donc entrepris une étude du statut de 
polyadénylation des ARNm IGF-1R de turbots au cours des développements 
embryonnaire et larvaire (stade 4 cellules, gastrula, larves de 10 jours et en fin de 
métamorphose) ainsi que dans des ovocytes II et dans plusieurs tissus somatiques adultes 
(muscle, foie et encéphale), afin de déterminer les stades du développement où le 
messager est présent sous une forme polyadénylée. Pour chacune des préparations 
d'ARN totaux, une réaction de transcription inverse a été effectuée à l'aide soit d'oligo(dT), 
soit d'hexamères aléatoires. A l'issue de ces deux réactions de transcription inverse, une 
PGR a été réalisée à l'aide d'oligonucléotides spécifiques. Les résultats obtenus sont 
présentés à la Figure 2. Avec les hexamères, un fragment est amplifié à tous les stades 
embryonnaires ou larvaires et dans tous les tissus adultes testés. Avec les oligo(dT), seuls 
les milieux issus d'ovocytes II et des deux stades embryonnaires permettent l'amplification 
du fragment attendu (ELIES et al., 1996). Dans les tissus somatiques adultes et dans les 
deux stades larvaires, l'ARNm IGF-1R n'est pas amplifié. Létat de polyadénylation de ce 
messager n'est donc pas constant ; polyadénylé dans les ovocytes et les premiers stades 
embryonnaires, le messager apparaît comme déadénylé chez les larves et dans les tissus 
somatiques des turbots adultes. 
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Ovocyte 4 cell. Gastrula Larv. 1 Larv. 2 Muscle Foie Enceph. 

Figure 2 
Etat de polyadénylation des ARNm IGF-1R au cours du développement. 
La réaction de transcription inverse est réalisée sur 10 ug d'ARN totaux 
d'ovocytes II, d'embryons au stade 4 cellules ou gastrula, de larves de 10 jours ou 
en fin de métamorphose, de muscle, de foie ou d'encéphale, en utilisant soit des 
hexamères aléatoires (H), soit des amorces oligo(dT) (T). Après 35 cycles de PCR 
effectués avec un couple d'amorces spécifiques de l'ADNc IGF-1R, les produits 
d'amplification ont été analysés par électrophorèse dans un gel d'agarose à 1,5 % 
(photo du haut). Après transfert des ADNc sur une membrane de nylon, ceux-ci 
ont été hybrides avec une sonde IGF-1R de turbot afin d'augmenter la sensibilité 
de détection. (D'après ELIES et al., 1996). 

Figure 2 
Polyadénylation status of IGF-1R mRNAs during development. 
cDNAs were synthesized from 10 ug total RNA from oocytes II, embryos at four 
cells or gastrula stages, 10-day-old or end metamorphosis larvae, muscle, liver 
and encephalon, with either random hexamers (H) or oligo(dT) primers (T). After 
35 PCR cycles using a spécifie set of primers, amplified products were analysed 
by electrophoresis on a 1.5 % agarose gel (upper panel). After blotting on a nylon 
membrane, the cDNAs were hybridized with a turbot IGF-1R probe to increase the 
détection sensitivity. (From ELIES et al., 1996). 

3. Clonage et séquençage d'un ADNc correspondant au récepteur aux IGF de 
type 1 

L a b a n q u e d ' A D N c a été réalisée à p a r t i r d ' A R N m e s s a g e r s prélevés sur d e s 
e m b r y o n s âgés d e 4 8 h , e n u t i l i san t d e s hexamères aléatoires p o u r s ' a f f r a n c h i r d e l a 
l o n g u e u r d e la région 3 ' N T R e t p o u v o i r c l o n e r la séquence c o d a n t e entière (4,1 k b ) . 
C o n s t r u i t e d a n s le p h a g e Xg t 1 0 , e l l e présente u n t i t r e d e 1 , 5 . 1 0 5 p f u / u g d e v e c t e u r . E l le a 
été entièrement étalée, s a n s a m p l i f i c a t i o n préalable, d e façon à éviter la p e r t e d e s 
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m e s s a g e r s rares . Le c r ib lage de cet te banque avec la s o n d e ob tenue par RT-PCR 

( s o n d e 1) a abou t i à l 'obtent ion de sep t c lones co r respondan t à de l ' IGF - IR , ces c lones 

c o u v r a n t env i ron 0,2 kb de sous -un i té a , toute la sous-un i té p (soit 2 kb) et 1,5 kb de 

s é q u e n c e 3' N T R (Figure 3 ) . U n e d e u x i è m e sonde, local isée dans la par t ie a du récepteur, 

a e n s u i t e é té produ i te (par RT-PCR en uti l isant les a m o r c e s 0 I C 2 et OI10 , suiv ie du 

c l i vage d u f r a g m e n t ampl i f ié par l ' enzyme SamHI) et ut i l isée pour un d e u x i è m e cr ib lage de 

la b a n q u e . D e u x c lones , c o d a n t s pou r la totalité de la part ie a et pour env i ron 1 kb de la 

pa r t i e 5 ' n o n t radu i te , on t é té iso lés pu is séquences . L e n s e m b l e des c lones ob tenus 

c o u v r e d o n c la s é q u e n c e c o d a n t e en t iè re d e l 'ADNc du récepteur aux IGF de t ype 1 , a insi 

q u e d e u x po r t i ons d 'env i ron 1 kb d e s régions 5 ' et 3' N T R . Cet te s é q u e n c e est pub l iée 

d a n s la b a n q u e d e d o n n é e s E M B L s o u s le numéro d 'access ion A J 2 2 4 9 9 3 . La s é q u e n c e 

p e p t i d i q u e a é té dédu i te et les pou rcen tages d ' ident i té avec le récep teur huma in sont 

p r é s e n t é s , rég ion par rég ion , à la F igure 4 . 

La sous -un i t é a du récep teur p o s s è d e un doma ine r iche en cys te ines qui p résen te 

un p o u r c e n t a g e g lobal d ' ident i té a s s e z modéré avec les s é q u e n c e s des récepteurs 

m a m m a l i e n s , ma lg ré la loca l isa t ion s t r ic tement ident ique des 2 4 cys te ines qui sont 

r épe r t o r i ées d a n s ce d o m a i n e . La compara i son des d i f férentes s é q u e n c e s c o n n u e s ne 

p e r m e t p a s de déf in i r p lus p r é c i s é m e n t le s i te de l ia ison de l ' IGF- l , ma is la parfai te 

c o n s e r v a t i o n de ces cys te ines ind ique qu'el les doivent jouer un rôle impor tan t d a n s le 

m a i n t i e n d ' une s t ruc ture t r i d imens ionne l l e ind ispensable à la f ixat ion du l igand. 

100 aa 

5'NTR 

F i g u r e 3 

L o c a l i s a t i o n d e s c l o n e s I G F - 1 R isolés a p r è s le c r i b l a g e d e la b a n q u e d ' A D N c 

d ' e m b r y o n s . 

U n s c h é m a d e la s t r u c t u r e d e l ' A D N c IGF-1R h u m a i n e s t p résenté . L e s rég ions 

t r a d u i t e s s o n t r e p r é s e n t é e s p a r u n r e c t a n g l e . La p o s i t i o n d e s d e u x a m o r c e s 

a m p l i f i é e s p a r PCR e s t é g a l e m e n t ind iquée . L e s c l o n e s c h e v a u c h a n t s o b t e n u s p a r 

l e c r i b l a g e d e la b a n q u e d ' A D N c d ' e m b r y o n s s o n t pos i t ionnés p a r d e s t r a i t s 

h o r i z o n t a u x . 

F i g u r e 3 

I G F - 1 R c D N A c l o n e s i s o l a t e d f r o m t h e s c r e e n i n g o f t h e c D N A e m b r y o s l i b r a r y . 

S c h e m a t i c d i a g r a m o f t h e c D N A s t r u c t u r e of h u m a n IGF-1 R is s h o w n . T r a n s l a t e d 

s e q u e n c e s a r e b o x e d . T h e p o s i t i o n o f t h e t w o P C R - a m p l i f i e d p r o b e s i s i n d i c a t e d . 

O v e r l a p p i n g c D N A c l o n e s o b t a i n e d b y s c r e e n i n g o f t h e e m b r y o s c D N A l i b r a r y a r e 

s h o w n b e l o w . 
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F i g u r e 4 
C o m p a r a i s o n d e s p r é p r o r é c e p t e u r s a u x I G F d e t y p e 1 d e l ' h o m m e e t d u t u r b o t . 
L e s s i t e s p o t e n t i e l s d e N - g l y c o s y l a t i o n s o n t i n d i q u é s p a r d e s b a r r e s v e r t i c a l e s 
v i d e s , l e s t y r o s i n e s i n t r a c e l l u l a i r e s p a r d e s t r a i t s n o i r s é p a i s , l e s m o t i f s 
j u x t a m e m b r a n a i r e s ( G X L Y e t N P X Y ) p a r d e s r o n d s e t e n f i n , l e s rés idus i m p l i q u é s 
d a n s la f i x a t i o n d e l 'ATP p a r u n t r a i t f o u r c h u . T M : d o m a i n e t r a n s m e m b r a n a i r e ; 
T K : d o m a i n e t y r o s i n e k i n a s e . 

F i g u r e 4 
C o m p a r i s o n b e t w e e n h u m a n a n d t u r b o t I G F - 1 R p r e c u r s o r s . 
P o t e n t i a l N - g i y c o s y l a t i o n s i t e s a r e i n d i c a t e d b y o p e n d a s h e s , i n t r a c e l l u l a r 
t y r o s i n e s b y b l a c k b a r s , t h e j u x t a m e m b r a n e m o t i f s ( G X L Y e t N P X Y ) b y o p e n c i r c l e s 
a n d f i n a l l y , t h e r e s i d u e s i n v o l v e d i n A T P b i n d i n g b y b r a n c h i n g d a s h . 
T M : t r a n s m e m b r a n e d o m a i n ; T K : t y r o s i n e k i n a s e d o m a i n . 

Le d o m a i n e ca ta ly t ique est t rès c o n s e r v é . Le récep teu r du tu rbo t p o s s è d e dans ce 

d o m a i n e tous les rés idus invar iants décr i t s c h e z l ' ensemb le d e s p ro té ines k inases 

(HANKS et al., 1988). Trois t y ros ines son t en par t i cu l ie r t r ouvées en pos i t ion ident ique à 

ce l les c o r r e s p o n d a n t au s i te ma jeu r d ' au tophospho ry l a t i on c h e z les m a m m i f è r e s . La 

p lupar t d e s au t res t y ros ines d é n o m b r é e s d a n s ce d o m a i n e c h e z l ' homme sont dé jà 

p résen tes d a n s la s é q u e n c e du turbot . La consen /a t i on de c e s rés idus, pou r lesquels 

a u c u n e e x p é r i e n c e de m u t a g e n è s e ne s e m b l e avoi r é té réa l i sée , la isse tou te fo is p résumer 

qu ' i ls pour ra ien t exercer une fonc t ion impo r tan te . La rég ion j u x t a m e m b r a n a i r e est u n e 

z o n e é g a l e m e n t b ien c o n s e r v é e . Les mot i fs N P X Y et GXLY son t p résen ts et pourra ient 

a ins i j oue r un rô le d a n s l ' endocy tose du récepteur . La t y ros ine du mot i f N P X Y pourra i t 

é g a l e m e n t , c o m m e chez les m a m m i f è r e s , ê t re imp l i quée d a n s la phosphory la t i on de 

r iRS-1 , l 'un d e s t o u s p rem ie rs subs t ra ts du récepteur . La par t ie ext race l lu la i re d e la 

sous -un i té p es t e n revanche assez d i f fé rente c h e z le tu rbo t . O n re t rouve n é a n m o i n s 

p lus ieurs s i tes po tent ie ls d e N-g lycosy la t ion en pos i t i on quas i iden t ique à c e u x obse rvés 

chez les m a m m i f è r e s . En f in , la rég ion C- te rm ina le p o s s è d e une inser t ion de 43 ac i des 

a m i n é s qu i n 'est o b s e r v é e d a n s a u c u n e au t re s é q u e n c e de ve r téb rés . La p résence de 

l ongues inser t ions C- te rm ina les a e n revanche é g a l e m e n t é té décr i te d a n s les d e u x 

s é q u e n c e s de récep teu rs « insul in- l ike » d ' i nve r téb rés c o n n u e s à ce jour (d rosoph i le et 

l imnée) . C o n t r a i r e m e n t à ce qui est o b s e r v é d a n s le c a s du récep teur d e turbot , leurs 

inser t ions se ca rac té r i sen t par l 'ex is tence de p lus ieu rs t y ros ines don t la fonc t ion exac te 

d e m e u r e tou te fo is impréc ise . 
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CONCLUSION 

L ' o b t e n t i o n d e la première séquence c o d a n t e complète d u récepteur a u x I G F d e 
t y p e 1 c h e z u n p o i s s o n démontre q u e le récepteur, c o m m e le l i g a n d , o n t s u b i p e u d e 
m o d i f i c a t i o n s a u c o u r s d e l'évolution, c e qui témoigne d e leur i m p o r t a n c e b i o l o g i q u e . 
C o m m e c h e z p r e s q u e t o u t e s l e s a u t r e s espèces (à l ' e x c e p t i o n d e l ' h o m m e , c h e z q u i u n 
deuxième m e s s a g e r p e u t être observé), l ' ARN m e s s a g e r d u récepteur e s t u n i q u e . L a 
l o n g u e u r i m p o r t a n t e d e c e t A R N m , q u i s ' e x p l i q u e p a r l ' e x i s t e n c e d e régions 3 ' et 5 ' n o n 
t r a d u i t e s d e g r a n d e ta i l l e , e s t d o n c u n e caractéristique c o m m u n e à t o u s l e s vertébrés. D e s 
études p l u s détaillées s e r o n t nécessaires pour déterminer l ' i m p o r t a n c e d e c e s régions 
d a n s la régulation d e l ' e x p r e s s i o n d u gène d u récepteur a u x I G F d e t y p e 1 . D ' o r e s e t déjà, 
la m i s e e n évidence d ' u n e m o d i f i c a t i o n d e l ' A R N m a u c o u r s d e s premières étapes d u 
développement s e m b l e i n d i q u e r q u e c e phénomène p o u r r a i t j o u e r u n rôle p r i m o r d i a l d a n s 
le contrôle d e l ' e x p r e s s i o n d e c e gène. E t a n t donné l ' i m p o r t a n c e d e s régulations p a r a c r i n e 
e t a u t o c r i n e d a n s le f o n c t i o n n e m e n t d u système IGF, il e s t f o n d a m e n t a l d e p o u v o i r 
q u a n t i f i e r l e s A R N m e s s a g e r s . L o b t e n t i o n d e s o n d e s h o m o l o g u e s r e n d c e t r ava i l p o s s i b l e . 
D e même, la p o s s e s s i o n d e l i g a n d s r e c o m b i n a n t s h o m o l o g u e s ( I G F - I e t I G F - I I ) p e r m e t t r a 
également d e réaliser d e s expériences d e l i a i son s u r différents t i s s u s , a f i n d e p o u v o i r 
corréler la présence d e l ' A R N m I G F - 1 R à ce l l e d e la protéine. 
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