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MODIFICATIONS INDUITES PAR L'ENTRAINEMENT EN ENDURANCE SUR
LA COMPARTIMENTATION ET LA STRUCTURE DU GLYCOGENE
HEPATIQUE

Résumé:

La structure et le contenu hépatique en glycogéne associé aux lyoglycosomes
et aux desmoglycosomes ont été étudiés chez des rats méles Srague-Dawley
entrainés et sédentaires. Le programme d'entrainement consistait en 3 heures
de nage par jour, 5 jours par semaine et ce pour une durée totale de 8
semaines. A la fin des 8 semaines d'entrainement, 48 heures aprés la derniére
séance d'exercice et aprés une nuit avec libre accés a la nourriture, les
animaux ont été sacrifiés. La quantité de glycogéne hépatique et la quantité de
glycogéne associé aux lyoglycosomes étaient similaires chez les animaux
sédentaires et entrainés. Cependant, une quantité plus importante de
glycogéne associé aux desmoglycosomes a été retrouvée chez les animaux
entrainés comparativement aux sédentaires. D'autre part, I'entrainement en
endurance a induit un changement dans la structure du glycogéne hépatique se
traduisant par une augmentation de 31% du nombre de glucoses impliqués
dans les branchements, une diminution du nombre de résidus glucose par
chaine (8,7 = 0,9 vs 11,4 = 0,5 unités glucose/chaine, P < 0,01) et une
augmentation du nombre de niveaux (10,4 = 0,2 vs 9,8 = 0,1 niveaux, P < 0,01).
De plus un nombre plus élevé de chaines A (52%) a été observé chez les
animaux entrainés formant ainsi une particule de glycogéne plus compacte
ayant un rayon et un volume réduits (14% et 33% respectivement, P < 0,01) par
rapport a celle des animaux sédentaires. En conclusion, les résultats obtenus
au cours de cette étude démontrent que I'entrainement en endurance 1) ne
modifie pas la quantité de glycogéne hépatique mais change sa qualité et 2)
optimise la molécule de glycogéne hépatique en modifiant sa structure et en

augmentant son association aux desmoglycosomes. L'optimisation de la
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structure du glycogéne hépatique par I'entrainement pourrait expliquer la facilité

de la réponse glycogénique induite par le glucagon.

Mots clés: structure du glycogéne, entrainement en endurance, exercice,

glycosomes, foie.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION

1.1 SOURCE D'ENERGIE

L'organisme est doté de deux voies métaboliques permettant de réguler la
glycémie: la glycogénolyse qui utilise les réserves de glycogéne du foie et la
néoglucogenése qui transforme le glycérol, le lactate, le pyruvat.e ainsi que
certains acides aminés provenant du catabolisme des protéines pour
synthétiser du glucose. La diminution du taux de glucose sanguin induit, entre
autres, une variation des taux circulants d'insuline et de glucagon permettant au

foie de réepondre en augmentant la production de glucose (62).

Le glycogéne est emmagasiné principalement dans les muscles et le foie. Pour
une personne de 70 kg, environ 70 g de glycogéne se retrouve dans le foie et
400 g dans les muscles (78). Lors d'une activité physique prolongée, une partie
de I'énergie nécessaire au bon fonctionnement des muscles est fournie par la
dégradation du glycogéne. De nombreuses études ont été menées sur 'effet de
I'exercice sur le métabolisme du glycogéne musculaire (5, 19, 33, 58). En effet,
Cartee et al., Baldwin K.M. et al. Nakatani A. et al. et Greiwer J.S. et al. entre
autres ont étudié I'effet de I'entrainement en endurance sur le métabolisme du
glycogéne musculaire. Ces études ont montré que I'entrainement en endurance
augmentait la capacité du muscle a accumuler du glycogéne par un mécanisme
nommé surcompensation du glycogéne. Cependant, I'impact d'un entrainement
en éndurance sur le métabolisme du glycogéne hépatique ne demeure encore
que trés partiellement élucidé. La glycogénolyse hépatique stimulée par le
glucagon a été étudiée chez des rats sédentaires ou ayant suivi un
entrainement en endurance; ces travaux ont mis en évidence une réponse

accrue au glucagon chez les rats entrainés et ce pour une méme quantité de
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glycogéne et une activité de la glycogéne phoshorylase (GP) identique a celle
des rats sédentaires (24). Quelles sont les adaptations induites par
I'entrainement en endurance responsables des changements dans la réponse
au glucagon? Parmi les facteurs responsables de la réponse glycogénolytique,
outre la quantité de glycogéne et les activités enzymatiques, se retrouve la
structure méme de la molécule de glycogéne. Des études récentes visent a
clarifier la relation entre la structure du glycogéne et son métabolisme ainsi qu'a
déterminer une structure optimale pour cette molécule (54). L'entrainement en
endurance pourrait modifier la structure de la molécule du glycogéne et avoir

des répercussions sur la glycogénolyse hépatique stimulée par le glucagon.

1.2 LE GLYCOGENE

1.2.1 Définition du glycogéne

9%™e siacle: la molécule a

La notion de glycogéne a été introduite au milieu du 1
été isolée pour la premiére fois par Claude Bernard en 1850 (11). Ce dernier a
établi que la production de glucose par le foie avait pour origine une substance
qu'il a appelée glycogéne. La formation du glucose était alors expliquée par une
succession de deux événements (activités vitale et chimique). Dans un premier
temps, le glycogéne était produit par le foie, puis dans un second temps il était
métabolisé en glucose par une enzyme. La découverte de Bernard (11) fut a
I'origine de trés nombreux travaux qui se poursuivent encore aujourd‘hui. Ces
travaux ont pour but de mieux comprendre le métabolisme du glycogéne et de

déterminer sa structure.



Le glycogéne est la principale source de mise en réserve du glucose. Il est
rapidement utilisable par les muscles squelettiques et le coeur. Le corps
humain peut emmagasiner un total de 500 g de glycogéne dans le foie et dans
les muscles. Environ 80% de ce glycogéne est retrouvé au niveau des muscles
(79). Le glycogéne représente 1 a 2% du poids du muscle et 6 & 10% du poids
du foie (61). Malgré la forte concentration de glycogéne au niveau du foie, le
poids de ce dernier étant relativement faible, la quantité totale de glycogéne s'y
trouvant est moindre que dans les muscles squelettiques (61). Le glycogéne
musculaire n'est pas facilement accessible aux autres tissus car lI'enzyme
glucose 6-phosphatase n'est pas exprimée dans le muscle; ce glycogene n'est
donc pas utilisé pour subvenir aux besoins glucidiques des autres tissus,

contrairement au glycogéne hépatique (79).

1.2.2 Structure du glycogéne

1.2.2.1 Structure de base du glycogéne

Le glycogéne est un polysaccharide dont la structure complexe et hautement
ramifiée permet de répondre rapidement a la demande en énergie des tissus
environnants. Il est constitué d'unités glucose (figure 1.1 (63)) reliées entre elles
par des liens 1—4 formés par des unités glucosyl entre les carbones en
positions 1 et 4 et de branchements au niveau des liens 1—6 formés par des

unités glucosyl entre les carbones en positions 1 et 6.
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FIGURE 1.1: Structure de base du glycogene.
Adaptée de: Experimental Methods
in Modern Biochemistry (63)

1.2.2.2 Modéle de Meyer

Depuis plus de 60 ans, plusieurs modéles de structure du glycogéne ont été
proposés et encore aujourd’'hui font I'objet d'affinements. Dés 1940, Meyer et
Bernfeld (34) proposaient un modéle décrivant le glycogéne comme une
molécule ayant une structure branchée de fagon reguliere (figure 1.2, (34)).
Selon ces derniers, trois types de chaines étaient présentes. Les chaines de
glucose dites chaines A et B étaient liées au centre de la molécule par leur
extremiteés réductrices. Cependant, les chaines B supportaient en plus d'autres
chaines A ou B. Les liaisons de ces chaines A ou B impliquaient un ou
plusieurs groupements hydroxyl. Toujours selon ce modéle, chaque molécule
contenait une chaine C qui servait de support aux autres chaines A ou B.

Quantitativement, ce modéle permettait donc d'obtenir un ratio A:B =1 (34).



FIGURE 1.2: Molécule de glycogéne selon le
modele Meyer-Bernfeld. Adaptée de
Gunja-Smith et al.1970 (34)

1.2.2.3 Modéle de Whelan

Il aura fallu attendre 30 ans pour que des ajustements soient apportés a ce
premier modéle. En 1970, Whelan et al. (34) proposaient une premiére
modification au modele de Meyer (figure 1.3). L'équipe de Whelan a démontré
que les chaines A et B n'étaient pas organisées de fagon réguliére. Pour se
faire, ils ont utilisé deux enzymes: la f-amylase qui débranchait totalement le
glycogéne sans couper les liens 1—6 a maltosyl et la glycogéne phosphorylase
qui' coupait les liaisons glycosidiques 1—+4. A l'aide de ces deux enzymes, des
unités résistantes a l'amylase (liens 1—6) ont été créées. Les chaines A étaient
reduites uniformément a une longueur égale a deux unites glucose. Comme la
f-amylase n'hydrolysait que les liens 1—+4, les chaines A étaient seulement

réduites jusqu'au niveau des branchements (liens 1—6). Par contre, les liens



entre deux chaines B étaient eux hydrolysés (liens 1—4). D'aprés le modéle de
Meyer, chaque chaine B se terminait prés d'une extrémite non-réductrice
appartenant a une chaine A (liens 1—6). La fi-amylase n'agissant pas sur les
liens 1—6, la molécule n'était pas complétement débrancheée et I'action de la p-
amylase etait nulle. Cependant, d'apres les experiences de Whelan ef al. (34),
I'activite de la p-amylase n'est pas nulle. Selon les auteurs, plusieurs
hypothéses peuvent expliquer cette observation; un certain nombre de chaines
B ne porterait pas de chaines A ou bien les chaines A ne seraient pas
accessibles aux enzymes (glycogéne phosphorylase et fi-amylase).
L'inaccessibilité des chaines A aux enzymes correspond au concept de
"chaines cachées" employé par French (34). Ce concept stipule qu'il est peu
probable que toutes les chaines de la molécule de glycogéne s'allongent en

méme temps (34).

A partir de ces résultats, la structure du glycogéne peut étre décrite comme
suit: la molécule est formée de deux types de chaines d'une longueur de 13
résidus glucose: les chaines B qui sont branchées et les chaines A qui ne le
sont pas. Seules les chaines B sont branchées de fagon uniforme et possédent
deux branches formant ainsi de nouvelles chaines A ou B (figure 1.3, (34, 35)).

Chaque branchement est seéparé par quatre résidus glucose.
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FIGURE 1.3: Molécule de glycogéne selon le
modéle de Whelan.
Adaptée de Gunja-Smith Z. et al.,
1970 (34, 35)
@): glycogénine
+ = distance de 4 résidus

1.2.2.4 Modéle de Meléndez

En 1993, Meléndez et al. ont proposé un premier modéle mathématique (figure
1.4) de la molécule "optimale" de glycogéne. Ce modéle est basé sur celui
proposé par Whelan et al. en 1970 (figure 1.3 (34, 35)). Globalement, Meléndez
et al. ont identifié une molécule de glycogéne sphérique formée de plusieurs
niveaux concentriques. Une molécule compléte posséde 12 niveaux. Le
concept de chaines A et B identifié par Meyer ef al. a été conservé chez
Meléndez. La molécule de glycogéne est donc formée de chaines A (ou
chaines externes) qui sont non branchées (lien 1—4) et de chaines B qui sont
branchées (branchements au niveau des liens 1—6). Chaque chaine A
posseéde une longueur moyenne de 13 unités glucose et chaque chaine B
posséde deux branchements. Les branchements sont séparés par quatre

résidus glucose. Avec ce modéle, un degré de branchement supérieur a deux



se traduirait par une augmentation de la densité de la molécule de glycogéne et

reduirait la capacité a emmagasiner du glucose.

FIGURE 1.4: Schéma représentant la structure du
glycogéne hépatique. Adaptée de
Meléndez-Hevia ef al. 1993 (55).

Le modéle de Meléndez fait intervenir quatre variables qui seront modifiées
selon I'état de synthése ou de dégradation du glycogéne: 1) Ca: le nombre de
chaines A; 2) Gr : le nombre total de résidus glucose emmagasinés dans la
molécule; 3) Gyt : le nombre de résidus accessibles a la phosphorylase et 4) Vs:
le volume total de la molécule en nm?>. Ces quatre variables dépendent de trois
parametres. Les parameétres utilisées par Meléndez sont les valeurs optimales
du degré de branchement, du nombre de niveaux et du nombre de résidus
glucose qui correspondent aux valeurs mesurées du glycogéne cellulaire (51),

soit:

1) r, le degré de branchement;

2) t, le nombre de niveaux, (tmax €tant le nombre maximal de niveaux)



3) g., le nombre de résidus glucose par chaine.

Lorsque la valeur d'un de ces paramétres difféere de celle du glycogéne

cellulaire, une molécule de glycogéne aux propriétes differentes est formee.

A partir des trois paramétres de base constituant le modéle de Meléndez et al.,

des équations ont été définies (55):

1) Ca=r "

2)Gr=gc* (1—r‘} [1-r, ou g = la longueur de chaines

3) Gpt=Cha * (g-—4), ou 4 = espace minimum pour la phosphorylase
4)Vs=4/3 e+’ + (0,12g. + 0,35)°

Selon Meléndez et al. (55), le degré de branchement de la molécule de
glycogene ne peut pas étre plus élevé que deux car de fagon théorique ceci
entrainerait la formation d'une molécule trop dense qui empécherait la
glycogéne phosphorylase de se lier. La dégradation du glycogene par la
glycogéne phosphorylase (GP) est un mécanisme complexe. La GP est une
molécule tétramerique et pour des raisons de stoeechiométrie I'enzyme a besoin
d'un espace suffisant au niveau de ses sites de liaison avec le glycogéne. La
dégradation du glycogéne par la GP se fait au niveau des liens 1—4, qui sont
eux attaqués par une seule molécule de GP. D0 a la structure de la molécule
de glycogéne, les liens 1—4 d'une molécule ayant un degré de branchement
supérieur a deux ne peuvent adopter l'orientation spatiale requise pour la GP.
Comme la GP travaille sur une seule chaine a la fois, les autres sites actifs
pour la phosphorylase perdent leur capacité a lier leurs unités glucosyl (55). Ce

phénoméne peut cependant étre atténué si les chaines extérieures (chaines A,
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exposées a la GP) sont suffisamment longues et nombreuses pour permettre
plus de flexibilité a la GP et garantir que la perte d'un site actif pour la GP
puisse étre rapidement remplacé par celui d'une autre chaine située a

proximité.

Tel que mentionné précédemment, une molécule de glycogéne ne peut pas
posséder un degré de branchement supérieur a deux. L'augmentation du degré
de branchement diminue le nombre de niveaux et ce pour un méme nombre de
résidus. Par exemple, d’aprés les équations de Meléndez, une molécule de
glycogéne de méme densité que le glycogeéne cellulaire ayant un degré de
branchement égal a trois ne pourrait avoir que sept niveaux. Une telle molécule
ne serait donc pas optimale (55) puisque le nombre de glucoses disponibles a
la GP se trouve alors réduit. Un degré de branchement supérieur a deux se
traduit aussi par une augmentation de la densité de la molécule de glycogéne
et une diminution de sa capacité a emmagasiner du glucose, incompatible avec
l'optimisation de la molécule. Le tableau 1.1 représente la variation de la
densité et du nombre total de glucoses disponibles a la GP en fonction du
nombre de branchements et de niveaux. Ce tableau compare les valeurs
mesurées du glycogene cellulaire aux valeurs calculées a partir des équations

ci-dessus.

Les résultats obtenus a I'aide des formules 1 et 2 (voir page 9) démontrent que
le degré de branchement doit étre égal a deux afin de garantir I'efficacité
maximale pour le relargage de glucose (55). Le degré de branchement de la
molécule de glycogéne ne peut donc étre tres élevé. Un degré de branchement
supérieur a deux formerait une molécule trés dense empéchant ainsi I'action de
la glycogéne phosphorylase. Un degré de branchement de deux est
précisément celui proposé antérieurement dans le modéle de Whelan (34, 35)

et confirmé entre autres par Bullivant et al. en 1983 (14). De plus, toujours en
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situation optimale, le nombre de glucoses par chaine a été déterminé
mathématiquement comme équivalent a 13 (54). Cette valeur est aussi celle
identifiée par d'autres auteurs (38, 52, 53). lllingworth et al. présentaient déja en
1952 une valeur moyenne de 12,91 pour la longueur de chaine. Cette valeur a
été déterminée a partir d'analyse de glycogéne hépatique provenant de
plusieurs especes animales (foie de faetus de cochon d'Inde, de rats Sprague-
Dawley, rats Busch et de chats). Les travaux du groupe de Manners en 1957 et
en 1962 (52, 53) supportaient déja cette longueur de chaine de 13 pour le
glycogéne musculaire et hépatique chez I'animal. Des travaux plus.récents ont
confirmé cette valeur pour le glycogéne hépatique animal (34, 15) ainsi que

pour le glycogéne musculaire et ce indépendamment de I'espéece (70).

Suite aux travaux de Meléndez et al. (55), il est évident que I'efficacité
meétabolique du glycogéne repose sur sa structure, en |'occurrence sa capacité
a emmagasiner une trés grande quantité de glucoses dans le moins d'espace
possible. De plus, la structure du glycogéne doit lui permettre de libérer
rapidement un grand nombre de molécules de glucose afin de répondre aux

diverses situations physiologiques (55).

1.2.2.5 Structure fractale du glycogeéne

Il existe plusieurs exemples ou l'optimisation d'une structure permet d'atteindre
le but visé et ce, de la fagon la plus économique possible. C'est le cas des
alvéoles pulmonaires et des capillaires sanguins qui peuvent étre simulés par
des fonctions mathématiques basées sur des algorithmes fractals (54). En
1999, Meléndez et al. ont étudié la structure fractale du glycogéne. D'un point
de vue mathématique, un objet fractal est une structure formée par la répétition

a l'infini d'un méme procédé. Une structure biologique fractale implique que sa
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formation par la répétition d'un méme procédé ait une véritable implication

biologique (54). Quels sont alors les avantages métaboliques dérivés de la

structure fractale du glycogéne? Selon Meléndez et al. la structure fractale du

glycogéne confére les avantages suivants:

1)

une rapidité de synthése et de dégradation autorisant un relargage
rapide de glucose 1- phosphate;

un mécanisme de régulation simple relevant de sa rapidité a fournir
de I'énergie;

une optimisation facilitée puisque que le glycogéne est synthétisé a
partir de procédés simples impliquant deux enzymes, la glycogéne
synthétase et I'enzyme de branchement

ses propriétés fractales s'appliquent aussi a d'autres variables, par
exemple lorsque le niveau extérieur est épuisé, le précédent de
structure similaire répond a la demande. Prenons par exemple une
molécule de glycogéne ayant 12 niveaux, lorsque le dernier niveau
est épuisé, le 11° niveau, de structure similaire, est alors utilisé
fournissant ainsi une méme concentration et un méme pourcentage

de glucoses a la glycogéne phosphorylase.



TABLEAU 1.1
Variation de la densité et du nombre total de glucoses disponibles pour la
glycogéne phosphorylase (Gpt) en fonction du nombre de branchements
(r) et de niveaux (t)

13

r=1 r=2 r=3
T Densité Gpt Densité Gpt Densité Gpt
3 11,6 9 27 36 50 81
4 7,9 9 30 72 79 243
5 57 9 36 144 139 729
6 4,3 9 46 288 264 2187
7 3,4 9 62 576 530" 6561*
8 2,7 9 87 1152 1118 19 683
9 2,2 9 127 2304 2444 59 049
10 1,9 9 191 4608 5510 177 147
11 1,6 9 294 9216 12733 531 441
12 1,4 9 463* 18 432*
13 1,2 9 741 36 864
14 1,0 9 1206 73728

* Valeurs correspondant aux valeurs du glycogene cellulaire

* Selon Meléndez et al. (55)
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CHAPITRE 2
HETEROGENEITE DU GLYCOGENE

2.1 GLYCOGENE CYTOSOLIQUE ET LYSOSOMAL

Depuis plusieurs années certains auteurs (18, 19, 31, 40, 67, 68, 69, 81) se
sont attardés a la localisation intracellulaire du glycogéne hépatique et
musculaire. Ces différents travaux ont donné naissance a des concepts qui

seront présentés dans ce chapitre.

Plusieurs équipes ont élaboré des hypothéses quant a la distinction des
différentes fractions du glycogéne. Ces derniéres pouvaient étre différenciées
selon leur solubilité (81), leur poids moléculaire (18, 19, 31), leur ratio
protéines:glucose (40) ou par la composition en protéines des glycosomes (67,
68, 69). Le tableau 2.1 résume la contribution de plusieurs auteurs a

l'identification des différentes fractions du glycogene.

Les recherches menées par Friden ef al. ont démontré que le glycogéne n'était
pas une substance homogéne, mais plutdt hétérogéne composée de différentes
fractions (26). Cette équipe a étudié la localisation du glycogéne musculaire
chez des sujets sédentaires ou entrainés (sprinters). Cette étude a démontré
que le glycogéne était distribué dans différents compartiments intracellulaires et
que l'utilisation du glycogéne de ces compartiments dépendait du niveau
d’entrainement du sujet. Les résultats obtenus suggérent un réle distinct du

glycogéne localisé dans les différents compartiments intracellulaires.
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En étudiant la synthése du glycogéne hépatique par l'incorporation de
molécules de glucose marqué au '“C chez des lapins nourris suite a une
période de jelne, Geddes et Stratton (30) ont observé que celle-ci était
hétérogéne. Deux types de molécules de glycogéne étaient formées: une
molécule résultant de la formation d'un polysaccharide de haut poids
moléculaire contenant des protéines capables de former des ponts disulfures,
et l'autre résultant de la formation d'un polysaccharide de faible poids
moléculaire ayant peu ou pas de protéines capables de former des ponts
disulfures. Une surproduction de glycogene de faible poids moléculaire étaient
observée. Le réapprovisionnement des réserves de glycogéne hépatique chez
I'animal nourri suite @ une période de jelne favoriserait tout d'abord la synthése
de glycogéne de faible poids moléculaire. Ce dernier serait ultérieurement
converti en glycogéne de haut poids moléculaire. La synthése du glycogéne
s'accomplit donc en deux étapes successives, lI'une formant une particule de
faible poids moléculaire et I'autre de haut poids moléculaire. Mis a part leur
différence de poids moléculaire, les deux particules de glycogéne ne seraient

pas différenciables (30).

La compartimentation du glycogéne musculaire a aussi été suggérée par
Calder et Geddes en 1989 (18). Dans cette étude, le glycogéne provenant du
muscle squelettique de rat a été séparé en deux fractions: l'une enrichie en
lysosomes et l'autre en mitochondries. Les lysosomes et les mitochondries ont
été séparés sur gradient discontinu de Ficoll-sucrose. La fraction
mitochondriale contenait peu de glycogéne (glycogéne cytosolique) tandis que
la fraction lysosomale était associée avec une quantité un peu plus importante
de glycogéne (environ 5% du glycogéne musculaire). Cette derniére fraction
était aussi enrichie en glycogéne de haut poids moléculaire (glycogéne
lysosomal) (18). Utilisant I'incorporation de glucose radioactif (D — U ™C
glucose) dans le glycogéne, cette méme équipe observa, chez des rats nourris

aprés une période de jelne de 40 heures, que la synthése du glycogéne
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hépatique et musculaire n'était pas homogéne (formation de glycogéne de
faible et haut poids moléculaire). Le jeGne réduisait dramatiquement les
réserves de glycogéne hépatique et changeait la distribution du glycogéne dans
les différentes fractions. Aprés l'ingestion de nourriture, les réserves de
glycogene étaient rétablies, mais a un rythme différent dans chacune des
fractions. Le glycogéne de haut poids moléculaire était synthétisé plus
rapidement que le glycogéne de faible poids moléculaire et ce méme aprés une
période prolongée d'exposition a la nourriture suite au jeline (17). Dans les
deux tissus (foie et muscle) les fractions de glycogéne (cytosolique et
lysosomale) interagissaient donc difféeremment. Ces études ont démontré que
dans le foie et dans le muscle, le glycogéne de haut poids moléculaire est situé
dans les compartiments lysosomaux. De plus, dans le muscle cette fraction

lysosomale semble inactive aprés alimentation suite a une période de jelne.

2.2 LYOGLYCOGENE ET DESMOGLYCOGENE

Outre le contenu en protéines, des équipes ont démontré que les fractions de
glycogeéne pouvaient étre séparées par leurs différences de solubilité. En effet,
il a été démontré que seulement une portion du glycogéne était soluble dans
['eau chaude tandis que l'autre partie demeurait insoluble et ce, méme apres 21
jours (60). La portion insoluble fut longtemps considérée comme celle liée a des
protéines telles la glycogéne synthétase, la glycogene phosphorylase et les
enzymes de débranchement et de branchement. La fraction soluble fut pour sa
part considérée comme libre de toute liaison avec des protéines cellulaires. En
1934, Willstatter et Rohdewald (81) introduisirent le terme desmoglycogéne
pour la forme de glycogéne insoluble dans l'eau chaude ou l'acide et
lyoglycogéne pour la forme soluble. Dans le foie, ces deux fractions ne sont
pas présentes en quantités égales (70). Leurs proportions respectives

dépendent en fait de I'état physiologique dans lequel se trouve le sujet au



17

moment du prélévement. Par exemple, chez I'animal nourri, la majeure partie
du glycogene hépatique est retrouvée sous forme de lyoglycogéne tandis que

la forme desmoglycogéne prédomine chez I'animal privé de nourriture (70).

La proportion de chacune des fractions dépend aussi du type de tissu, le
muscle squelettique contenant plus de desmoglycogéne que de lyoglycogene
(12). Au niveau cardiaque, 50 % du glycogéne se trouve sous forme de
desmoglycogéne (6). Par contre, dans le foie, peu de desmoglycogéne est
présent (15). Au niveau musculaire, une interconversion entre les deux
fractions lyo- et desmo- a été répertoriée. En effet, la conversion lyoglycogéne
vers desmoglycogéne a été démontrée en cas de jelne, d'injection
d'adrénaline, d'insuline, de thyroxine, d'adrénalectomie, d'hypophysectomie et

de travail musculaire (64).

En 1960, Stetten et Stetten (74), ont reconnu différents types d'association
entre le glycogéne et les protéines cellulaires. D'aprés les travaux de cette
équipe, le glycogéne doit étre associé aux enzymes impliquées dans son
métabolisme ainsi qu'a des composantes cellulaires (réticulum endoplasmique

et filaments intermédiaires) pour étre actif (66, 67, 68).



TABLEAU 2.1
Représentation des diverses fractions du glycogéne

Auteurs Glycogéne Distinction Nomenclature
basée sur...
Willstater Musculaire Difféerence de lyo-, desmo-
(1934) Leucocytaire solubilité glycogene
Geddes & hépatique de Poids cytosolique
Calder lapin moléculaire lysosomal
(1977, 1989, | musculaire de
1992) rat
Lomako musculaire de Ratio pro-, macro-
(1985) lapin protéine: glucose glycogéne
Rybicka cardiaque du | Composition en lyo-, desmo-
(1977) chien protéines des glycosomes

(1979)

glycosomes
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2.3 GLYCOSOMES

2.3.1 La notion de glycosome

Dés ses premiers travaux, Bernard (11) suspectait une association du
glycogéne a des protéines, en l'occurrence des enzymes capables de dégrader
le glycogéne et ce méme post-mortem. Comme ['étude de l'activité enzymatique
était faite sur des fractions isolées de glycogéne hépatique, la réalité de
I'association d'enzymes au glycogéne a longtemps été mise en doute.
S'agissait-il bien d'enzymes ou simplement d'artefacts provenant de
I'extraction? Ces doutes ont été levés grace a l'utilisation de méthodes
d'extraction drastiques telles le traitement avec le potassium chaud, l'acide
trichloroacétique (TCA) ou I'eau bouillante suivies d'une précipitation par I'alcool
ou par des acides (70). En 1942 (46), Lazarow, considérant l'existence de
particules microscopiques de glycogéne nota que méme en faible quantité, des
protéines étaient indispensables au maintien du glycogéne sous forme de
particules. Ce dernier observa également que les agents dispersant les
particules de glycogéne dénaturaient les protéines sans toutefois affecter le

glycogéne lui-méme (46).

Parmi les enzymes associées avec le glycogéne, la glycogéne phosphorylase
(GP) a été isolée et étudiée pour la premiére fois par Cori ef al. dans les
années 1930 (21). Par la suite, la glycogéne synthétase (GS) a été identifiée
par Leloir et Goldemberg (48). D'autres enzymes telles que les enzymes de
branchement et de débranchement, les protéines phosphatases et les protéines
kinases sont aussi associées au glycogéne (70). L'association glycogéne-
protéines est donc une unité fonctionnelle spécifique de la cellule et non pas un

artefact (57). L'identification d'enzymes impliquées dans le métabolisme du
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glycogene continue encore aujourd’hui. En fait, les dernieres découvertes ont
permis de démontrer que le métabolisme du glycogéne n'est pas seulement
régulé par la glycogene phosphorylase (GP) et la glycogéne synthétase (GS),
mais aussi par une famille de sous-unités de la protéine phosphatase-1,

appelée "sous-unités ciblant le glycogéne" (glycogen-targeting subunits) (29).

Au niveau de la nomenclature, Scott et Still (71) introduisaient la notion de
glycosome, une structure complexe et dynamique associant le glycogene a des
protéines. Les analyses biochimiques (57) et structurales (67) par microscopie
électronique ont permis de confirmer la présence dans les cellules musculaires
et hépatiqgues de ces complexes fonctionnellement indépendants liant

intimement le glycogéne a ces protéines (57).

2.3.2 Association enzymes-glycogéne

Par des études en microscopie électronique sur des fibres cardiaques de chien,
Rybicka a confirmé I'association entre le glycogéne et les enzymes de son
métabolisme, formant des organelles, les glycosomes. Ces derniers peuvent
étre liés a des structures intracellulaires (comme le réticulum endoplasmique)
formant ainsi des complexes appelés desmoglycosomes (desmoglycogéne
associé a des protéines). (70). En 1962, Drochmans (21) a étudié par
microscopie électronique des coupes de foie avec une technique de coloration
négative. Drochmans observa alors 3 types de particules de glycogéne: les
particules a, B et y. Les particules a représentaient des rosettes typiques
retrouvées dans le foie tandis que les particules B étaient des sous-unités
sphériques des rosettes a mesurant environ 20-30 nm. Les particules ¥y
correspondaient quant a elles a des sous-unités des particules a et § d'environ

3 nm (figure 2.1).
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La plupart des techniques de microscopie électronique utilisent des colorations
a l'uranyl/plomb (U/Pb). Ces colorations permettent de visualiser les particules
a et § (70). Cependant, ce type de colorant ne fixe que les liaisons ioniques et
le glycogéne étant un polymére de glucose, il forme des liens covalents et ne
peut pas étre visible avec de telles techniques (70). Le glycogéne en lui-méme
ne peut pas étre coloré par des métaux lourds, mais peut étre visualisé par une
réaction cytochimique similaire a la technique d'acide périodique de Schiff (PA-
Schiff reagent) utilisée pour la microscopie conventionnelle. Quand le tissu est
préalablement traité a l'acétate d'uranyl, les protéines sont séparées du
glycogéne et solubilisées. Le glycogéne restant forme alors des agrégats.
Comme le glycogéne ne se colore pas avec les technigues réguliéres de
microscopie électronique, ces agrégats se présentent sous forme de zones non
colorées (figure 2.2) (13).

Particules B
(20-30 nm)

Rosette de glycogéne
(particule at)

Particules (granules) y
(3 nm)

FIGURE 2.1: Schéma illustrant des rosettes de
glycogéne avec particules a, p et y.
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R

i\'fi-f' Ea o

FIGURE 2.2: Rosettes de glycogéne (particules «,
fleches blanches) et glycogéne
(zones non-colorées; fleches noires).
Adaptée de: Electron Microscopy
Principles and Techniques for
Biologist (13).

En 1977 et 1979 Rybicka et al. (67, 68, 69) ont étudié chez le chien le
glycogéne des fibres cardiaques traitées avec de l'acétate d'uranyl. Les
sections marquées avec cet agent montraient des particules sphériques de 20-
30 nm tandis que les sections colorées histologiqguement montraient des
particules de 3 nm agrégées a l'intérieur des particules g de 20-30 nm. Comme
I'association de protéines au glycogéne avait €té bien identifiée par Leloir et
Goldemberg (48) et Meyer et al. (57), il est apparu que le marquage obtenu par
I'acétate d'uranyl correspondait aux protéines glycogéniques (70). Les
glycosomes sont formés de protéines solubles (64). L'adsorption de ces
derniéres sur le glycogéne les rend insolubles. Cependant, un traitement a pH
acide (par exemple l'acétate d'uranyl ou l'acide trichloroacétique) induiAt la
dissociation du glycogéne des protéines le rendant ainsi soluble. La disparition

des particules de 3 nm dans les tissus traités a 'acétate d'uranyl s'expliquait
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donc par la solubilisation des protéines a pH acide. Les protéines,
contrairement au glycogéne, peuvent étre marquées a l'aide d'acétate d'uranyl
et de plomb. Ce dernier peut étre visualisé par une coloration histologique
négative. Les glycosomes ont une morphologie qui s'apparente aux ribosomes.
Chacune de ces structures réagit avec l'acétate d'uranyl, ce qui en fait donc
une bonne méthode de coloration permettant de visualiser les protéines

associees au glycogeéne (67).

En 1979 et 1981 Rybicka et al. (66, 67, 68) ont démontré que les glycosomes
attachés aux membranes cellulaires demeuraient intacts dans les tissus traités
a l'acétate d'uranyl tandis que les glycosomes libres dans le cytosol étaient
détruits. Les glycosomes résistants a l'acétate d'uranyl correspondent a la
portion résistante a 'acide et aux desmoglycogénes observés dans les études
biochimiques et portent le nom de desmoglycosomes (70). Les lyoglycosomes
représentent la portion libre présente dans le cytosol. lls sont détruits par les
acides (acide trichloroacétique, acétate d'uranyl et acide périodique), les
enzymes glycolytiques et protéolytiques (65). La prédominance du marquage
des protéines dans les desmoglycosomes résulte de la présence de la
glycogéne phosphorylase (GP). Particulierement cette derniére puisqu'elle est

riche en groupements thiols (SH) réagissant avec le plomb (37).

L'association des desmoglycosomes aux composantes cellulaires (réticulum
endoplasmique et composantes du cytosquelette) leur confére une plus grande
stabilité et une plus grande disponibilité afin de fournir du glucose-6-phosphate
qui-servira, entre autres & fournir le glucose en cas de demande subite (76). En
effet les desmoglycosomes sont résistant aux acides, aux digestions par des
enzymes protéolytiques et glycolytiques, procédés qui détruisent les

lyoglycosomes (76).
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Au niveau de l'activité métabolique des lyo- et desmoglycosomes, aucune
évidence directe n’est encore disponible. Néanmoins certaines données sur
I'activite meétabolique des lyo- et desmoglycogénes existent et s’averent
transférables aux glycosomes. En étudiant l'incorporation de glucose marqué
au 'C, Stetten et al. (75) ont démontré une plus grande incorporation de
radioactivité dans le glycogene du desmoglycogéne que dans le lyoglycogéne.
Ceci leur permit de suggérer une plus grande activité métabolique dans le
desmoglycogéne que dans le lyoglycogene. Calder et al. (16) ont observé que
le glycogéne du desmoglycogéne musculaire était partiellement dégradé et que
ses chaines extérieures étaient plus courtes que celles du lyoglycogéne. Ces
observations laissent suggérer une activité importante de la glycogéne
phosphorylase dans le desmoglycogéne et supportent les observations de
Stetten et al. (75). Au niveau des desmoglycosomes, ces résultats suggérent
que le glycogéne contenu dans les desmoglycosomes puisse étre
métaboliquement plus actif. A l'inverse, Tata et al. (76) rapportaient que les
desmoglycosomes (liés aux composantes cellulaires) musculaires semblent
plus résistant aux injections l'adrénaline et aux stimulations électriques. Les
stimulations électriques et adrénergiques sont deux processus associés une
glycogénolyse compléte dans les lyoglycosomes (non liés aux composantes

cellulaires) (76).

2.4 PROGLYCOGENE ET MACROGLYCOGENE

En 1985, Lomako et al. (40) ont démontré que le glycogéne musculaire du lapin
contenait une protéine qui était liee de fagon covalente au glycogéne, la
glycogénine (37 kDa). Cette protéine, qui s'apparente a celle identifiée au
préalable par Krisman et Barengo (43), serait a I'origine de la synthése du

glycogéne. En plus de la glycogénine, une forme non liée de la glycogénine
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possédant des propriétés autocatalytiques a été identifiée dans des extraits
musculaires (50). Cette protéine non liée, aux propriétés autocatalytiques, n'est
pas toujours présente dans les extraits de muscles frais. Lorsque I'activité de
glycosylation était immédiatement étudiée sur un extrait musculaire, elle
s'avérait presque indétectable. Cette absence d'activité résultait de la présence
d'un inhibiteur de faible poids moléculaire encore inconnu (49). Cet inhibiteur
pouvait étre soustrait par filtration sur gel permettant ainsi a I'extrait filtré d'étre
rapidement glycosylé. Cependant, par électrophorése sur gel de
polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE) et autoradiographie, la protéine glycosylée
ne correspondait pas a celle attendue de 37 kDa, mais plutét a une autre de
plus haut poids moléculaire (400 kDa). Dans la méme étude (49) Lomako a
démontré une similitude entre la p400 et le glycogéne. Ces résultats inédits
permirent de conclure que la différence majeure entre la protéine de 37 kDa et
celle de 400 kDa était le contenu en glucose. De cette étude, ce groupe conclut
qu'il existe en fait deux formes de glycogéne différenciables par leur rapport
protéines:glucose et non par la présence ou l'absence de protéines qui leur
seraient associées. L'une de ces formes (1,62 x 10° kDa) est connue comme
étant la macromolécule de glycogéne (macroglycogéene) contenant 0,35% de
protéines. L'autre est une molécule dans laquelle la concentration de protéines
est beaucoup plus élevée, soit environ 10%, ce qui expliquerait qu'elle demeure
insoluble dans l'acide trichloroacétique (TCA). Comme la p400 peut étre

transformée en glycogéne, elle a été nommée proglycogene (400 kDa).

2.5 AVANCEES RECENTES

Certains groupes utilisent encore aujourd'hui la technique d'extraction a l'acide
pour séparer les différentes fractions de glycogéne selon leur contenu en
protéines. Ces mémes groupes utilisent une nomenclature faisant référence au

poids moléculaire (1, 4, 33, 50). Selon ces auteurs, le proglycogéne (400 kDa)
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correspond a la fraction résistante a l'acide du glycogéne et le macroglycogéne
(1,62 x 10° kDa) correspond a la fraction soluble dans I'acide (1, 4, 32, 49).
Cependant, une étude récente du groupe de Hansen et al. (36) a suscité une
interrogation. Cette étude visait a évaluer si la quantité ou l'activité de la
glycogénine devenait un facteur déterminant dans I'atteinte du niveau maximum
de glycogéne dans le muscle squelettique de rat. Selon la théorie proposée par
Alonso et al. (4) le glycogéne existe sous diverses formes entre le
proglycogene et le macroglycogene. De plus, toujours selon Alonso et al. (4), le
proglycogéne correspond a un intermédiaire stable conduisant a la formation du
macroglycogéne et ne semble jamais dégradé jusqu'au niveau de la
glycogénine. Cependant |'étude de Hansen et al. a démontré que le nombre de
molécules de glycogénine demeurait constant, ce qui implique que la taille des
molécules de proglycogéne augmente avec la quantité de glycogéne (36). A ce
stade, il nous est donc permis de penser que le proglycogéne n'est pas une
fraction distincte du glycogéne. De méme, au niveau technique, ceci laisse
supposer que la séparation par l'acide isole des glycosomes de tailles
différentes selon leur attachement (desmoglycosomes) ou non (lyoglycosomes)
aux composantes intracellulaires. La notion de pro- et macroglycogene fait
donc référence au type de glycogéne qui serait retrouvé dans les différents
glycosomes (desmo- et lyoglycosomes). A la lumiére des informations
présentées dans les sections précédentes, une oscillation entre le
proglycogene et le macroglycogéne présent dans chacune des fractions est

suggérée (figure 2.3).



Glycosomes
lyoglycosomes Desmoglycosomes
(libres) (lies)
glycogéne glycogéne
pro- <4 Mmacro- pro- —» Mmacro-

glycogéne — 5 glycogéne glycogéne ¢ glycogéne

FIGURE 2.3: Arrangement des glycosomes
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CHAPITRE 3
MODIFICATIONS DES RESERVES DE GLYCOGENE

3.1 EFFET DE L'EXERCICE AIGU ET CHRONIQUE

3.1.1 Modifications du glycogéne musculaire

Différents états physiologiques tels le jeline et I'exercice aigu ou chronique
(entrainement en endurance) sont associés a des modifications au niveau des

réserves de glycogéne tant hépatique que musculaire.

Le métabolisme du glycogéne musculaire a fait I'objet depuis plusieurs années
de nombreuses études (3, 20, 31). La glycogénolyse musculaire varie lors de
I'exercice: elle augmente avec l'intensité de 'exercice et diminue avec la durée
de l'activité physique (8, 9, 24). Une session intense d'exercice suivie d'une
diete riche en glucides se traduit par une augmentation du contenu musculaire
en glycogéne bien au-dela du niveau observé en conditions normales (10). Ce
phénoméne appelé surcompensation était généralement attribué a une
activation de la glycogéne synthétase et a une augmentation de la sensibilité
des muscles a l'insuline suite a I'exercice (58). L'étude de Greiwe J.S. et al. (33)
infirme cette hypothése. Dans cette étude, ce groupe n'a pas observé
d'augmentation de l'activité de la glycogéne synthétase. Cependant une
augmentation du contenu musculaire d'une des isoformes des transporteurs de
glucose, GLUT-4, en réponse a un entrainement en endurance a été
démontrée. Cette modification des transporteurs de glucose serait responsable:

1) d'une accumulation importante de glycogéne aprées l'effort et 2) d'une
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surcompensation du glycogéne musculaire suite a l'ingestion de glucides en

post-exercice.

En plus des réserves de glycogéne musculaire, les guantités relatives des
différentes fractions du glycogéne sont aussi affectées par I'entrainement.
Hansen B.F. et al. (36) ont observé chez des rats soumis a un entrainement a
la nage que le macroglycogéne représentait en fait une faible portion du
glycogéne musculaire total et qu'un grand nombre de particules de glycogene
étaient incomplétes, et ce, méme en présence d'une concentration élevée de
glycogene. Cette méme étude permis de démontrer que la fraction
proglycogéne, définie comme un intermediaire stable (section 2.6), augmentait
en fait avec la quantité de glycogéne; le proglycogéne ne représenterait donc
pas une fraction distincte du glycogéne. Ceci laisse supposer qu'il pourrait étre
présent dans deux compartiments (glycosomes) différents. Graham et al. (32)
ont aussi étudié chez I'Homme, a l'aide de biopsies musculaires, l'effet de
l'intensité et de la durée de I'exercice sur le catabolisme des deux fractions de
glycogéne. Dans cette étude plusieurs changements dans la fraction
proglycogéne ont été observeés: I'exercice induisait une diminution importante
du proglycogéne et la glycogénolyse était plus importante. Ces résultats ont
permis de conclure que les deux fractions de glycogéne étaient métabolisées

difféeremment pendant I'exercice.

3.1.2 Modifications du glycogéne hépatique

L'effet de I'entrainement en endurance sur les réserves de glycogéne hépatique
a aussi été étudié. Certains auteurs dont Adams et al. (2), Baldwin et al. (5),
Galbo et al. (27) et Kirwan et al. (41) ont observé que l'entrainement en
endurance était associé a une augmentation du contenu hépatique en
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glycogéne. En contrepartie, Fitts ef al. (25) et James et al. (39) n'ont pas
observé de changement du contenu du foie en glycogéne suite a un
entrainement en endurance (tableau 4.1). Ces résultats contradictoires
pourraient étre attribués au type d'entrainement, a l'intensite de I'entrainement
ou, comme suggere par Baldwin (5), aux difféerents regimes alimentaires des

animaux entrainés.
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TABLEAU 3.1 _
Revue de I'effet de I'entrainement sur les réserves de glycogéne
hépatique
Auteurs Modéle Entrainement Résultats
( Entrainés
vs Sédentaires)
Adams et al. Rats Exercice sur tapis 25-30 % plus de
(1989) roulant (1h) glycogéne hépatique
chez les entrainés
. ) Réserves de
Baldwin et al. Rats Entrannemeqt en | glycogéne supérieures
(1975) endurance a la chez les entrainés et
nage (6h/jours, 14 utilisées moins
semaines) rapidement
Galbo et al. Rats Entrainement en 35 % d'augmentation
(1979) endurance a la du contenu hépatique
nage (6h/jours, 8 en glycogéne
semaines)
Kirwan et al. Rats Entrainement sur 48 % d'augmentation
(1990) tapis roulant du contenu hépatique
(5jours/semaine, 9 en glycogéne
semaines)
Fitts et al. Rats Entrainement sur Aucune différence du
(1975) _ tapis roulant contenu hépatique en
(Sjours/ser_nalne, 13 glycogéne entre
semaines) entrainés et
sédentaires
James et al. Rats Entrainement sur Aucune différence du
(1984) tapis roulant avec | contenu hépatique en
différentes charges glycogéne entre
entrainés et
sédentaires
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3.2 OBJECTIFS

Nous savons présentement que 1) I'entrainement en endurance ne modifie pas
la quantité des réserves de glycogéne hépatique (2, 5, 22, 25, 27, 39, 41), 2) la
glycogéne phosphorylase n'est pas affectée par I'entrainement (23) et 3) la
réponse de la glycogénolyse hépatique est plus importante chez les sujets
entrainés que les sujets sédentaires sous stimulation au glucagon (22, 23). Par
contre, aucune donnée n'existe en ce qui concerne l'effet de I'entrainement en
endurance sur les modifications du contenu hépatique en glycogéne associé
aux lyo- ou desmoglycosomes ainsi que sur la structure méme du glycogéne
selon le récent modéle établit par Meléndez (figure 1.4 (55)). De nombreuses

questions restent encore sans réponse et ont orienté la présente étude.

Ce travail avait pour but de documenter l'effet de I'entrainement en endurance
sur la structure du glycogene hépatique et d'évaluer le contenu en glycogéne
des différents glycosomes chez le rat sain sédentaire ou entrainé (8 semaines

de nage, 3 heures/jour, 5 jours/semaine).

Pour isoler le glycogéne deux types de technique sont proposées dans la
littérature: méthode enzymatique (1) ou chimique (72). Dans le présent projet,
pour déterminer le degré de branchement, le glycogéne a été purifié par
digestion avec de I'hydroxyde de potassium et soumis a une oxydation au
périodate permettant de libérer de I'acide formique. L'acide formique ainsi formé
provient des extrémités non-réductrices dont le nombre est égal au nombre de
molécules de glucoses branchées (72). Finalement, nous avons pu a partir du
modéle mathématique et des formules proposées par Meléndez et al. (55)
calculer les différents paramétres structuraux du glycogéne chez les animaux

entrainés et sédentaires. Dans un deuxiéme temps, les deux types de
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glycosomes ont été séparés par leur différence de solubilité a l'acide
trichloroacétique, les lyoglycosomes étant solubles dans l'acide et les

desmoglycosomes résistant a 'acide.
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CHAPITRE 4
METHODOLOGIE

4.1 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les expériences présentées dans ce travail ont été réalisées avec des rats
males de l'espéce Sprague-Dawley. Les rats ont été placés dans des cages
individuelles dans une piéce dont la température était maintenue a 20°C avec
une I'humidité relative de 55%. Les animaux ont été soumis a un cycle de 12
heures de jour et 12 heures de nuit et avaient libre accés a I'eau et la nourriture.
Les animaux ont été assignés au hasard a un groupe non-entrainés (n=10) ou
entrainés (n=13). Les rats du groupe entrainés ont été soumis a un programme
d'entrainement a la nage dans des bassins de 60 x 90 cm contenant une
hauteur de 50 cm d'eau a 37°C (47). L'acclimatation s'est faite de fagon
progressive a raison de 15, 30, 45, 60, 75 minutes pour la premiére semaine et
de 120, 135, 150, 165, 180 minutes pour la deuxiéme semaine (figure 4.1). Par
la suite I'exercice a été maintenu a 3 heures par jour (8:00 a 11:00), 5 jours par
semaine et ce pour les 6 semaines suivantes, pour un total de 8 semaines

d'entrainement.
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FIGURE 4.1: Programme d’'entrainement a la
nage

Quarante-huit heures apres leur derniére séance d'exercice les animaux ont été
anesthésiés par injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique (50 mg/Kg
de poids). Le foie ainsi que le rectus femoris ont été rapidement prélevés et
congelés dans I'azote liquide. Ces tissus ont été conservés a -80°C jusqu'a leur

utilisation. Les animaux ont alors été sacrifiés par rupture de l'aorte.

4.2 ANALYSES

4.2.1 Citrate synthétase

Afin de valider I'efficacité du programme d‘entrainement, 'activité de la citrate
synthétase, enzyme clé du cycle de Krebs, a été déterminée dans le rectus
femoris (73). Les échantillons de muscle utilisés pour ce dosage ont été
homogénéisés dans un tampon phosphate (0,17 M, pH 7,4) contenant 0,5%
d'albumine bovine commerciale (Sigma-Aldrich Canada, Ontario, Canada). Les

homogénats ont été soumis a une série de cycles de congélation-décongélation



36

(3 cycles) afin de libérer I'enzyme contenue a l'intérieur des mitochondries.
L'activité maximale a éte determinée par couplage chimique du CoA-SH (libéré
par l'acetyl-coenzyme A dans le cycle du citrate) au 5,5'-dithiobis-(2-nitro-
benzoate) (DNTB) (Sigma-Aldrich Canada, Ontario, Canada). La réaction a été
initiée par I'addition d'oxaloacétate et la libération de l'ion mercaptide a été

mesuree par spectrophotomeétrie a 412 nm.

4.2.2 Etude du glycogéne

4.2.2 1 Purification du glycogéne

Des morceaux de foie congelés ont été réduits en poudre et digérés dans de
I'hydroxyde de potassium (Fisher Scientific, Ontario, Canada). Par la suite le
glycogéne a été précipité avec de I'éthanol pur (Commercial Alcohols Inc,
Ontario, Canada) et froid pour étre conservé a -20°C pendant 12 heures. Les
échantillons ont été centrifugés (3 000 g, 15 minutes) et seul le culot a été
conservé. Ce dernier a alors été dissout dans de I'eau bouillante et reprécipité
pendant 12 heures comme precedemment. Le culot a été resuspendu dans de
l'eau distillée. Le contenu en glycogéne des eéchantillons ainsi que le degre de

branchement de ce dernier ont été mesures.

4.2.2.2 Contenu en glycogéne

Le contenu en glycogéne des échantillons purifiés a été déterminé par
hydrolyse acide (60): 100 pl d'acide chlorhydrique (HCI 1 M, Fisher Scientific,

Ontario, Canada) ont été ajoutés a 100 pl d'échantillon. Les tubes ont été
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pesés, fermés nén-hermétiquement et placés dans un bain d'eau a 100°C
pendant 4 heures. Par la suite, les tubes ont été pesés de nouveau et les
variations de poids ont été corrigées, si nécessaire, par l'ajout d'eau distillée.
Les échantillons ont alors été neutralisés a I'aide de Tris base 2 M (Sigma-
Aldrich Canada, Ontario, Canada), mélangés et centrifugés (3 000 g, 5
minutes). Le glucose contenu dans les différentes fractions a alors été mesuré
par la technique d’hexokinase/glucose-6-phosphate avec essai commercial
(Sigma-Aldrich). Dans cette technique, 'nexokinase catalyse la phosphorylation
du glucose par I'adénosine triphosphate (ATP), formant ainsi du glucose-6-
phosphate et de I'ADP. Le glucose-6-phosphate est alors oxydé en 6-
phosphogluconate en présence d'adénine nicotinamide dinucléotide (NAD)
sous l'action de la glucose-6-phosphate déshydrogénase. Au cours de cette
oxydation, le NAD est réduit en NADH. L'augmentation de la densité optique
mesurée a 340 nm est directement proportionnelle a la concentration de
glucose présente dans les échantillons. La concentration de glucose totale a
été obtenue en additionnant les concentrations de glucose obtenues du

glycogéne contenu dans les deux fractions de glycosomes (section 4.2.3).

4.2.2.3 Structure du glycogéne

La structure de la molécule de glycogéne a été déterminée par une oxydation
au périodate (Sigma-Aldrich Canada, Ontario, Canada) du glycogéne selon le
protocole décrit par Serafini et Alemany (72). Le poids moléculaire du
glycogéne n'étant pas bien définit (entre 1,62 x 10° et 1 x 107), les valeurs
suivantes ont été utilisées: poids moléculaire de 1,62 x 10° g pour le glycogéne
(10 résidus glucose/molécule) (72) et un degré de branchement de deux (55).
L'oxydation entraine la formation de molécules d'acide formique provenant des
extrémités non-réductrices de la molécule. Selon Serafini et Alemany (72), 1

mmole d'acide formique est formée pour 1 mmole de glucose provenant des
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extremités non réductrices. A l'aide de ce ratio 1:1 le nombre d'extrémités non
réductrices (n; unités glucose) d'une molécule de glycogéne contenant 10*
unités glucose est égale a: n = [(extrémités non-réductrices (mmol/L) « 10 000)/

contenu total de glucoses dans la molécule de glycogéne].

Pour ce faire, 100 pl de métapériodate de sodium 0,35 M (Sigma-Aldrich
Canada, Ontario, Canada) ont été ajoutés a 50 pl de glycogéne purifie. Aprés
agitation, les tubes ont été incubés a l'obscurité pendant 24 heures. L'exces de
métapériodate a alors été neutralisé par I'ajout d'éthyléne glycol (Sigma-Aldrich
Canada, Ontario, Canada). L'acide formique (mmol/L) formé au cours de la
réaction est ensuite mesuré par une methode enzymatique utilisant I'acide
formique déhydrogenase (FDH) (Xygen Diagnostic, Ontario, Canada). Lors de
ce dosage, l'acide formique est oxydé par le NAD en présence de formate
déhydrogénase. La quantité de NADH libérée est égale a la quantité d'acide

formique formée.

FDH
Acide Formique + NAD™ + H,0 —— Bicarbonate + NADH + H”

La guantification de I'acide formique généré au cours de l'oxydation permet
donc d'identifier la quantité de glucose impliquée dans les branchements. Le
nombre de liens alpha 1-6 contenu dans le dernier niveau de la molécule de
glycogéne est égal a N= n/2. Le nombre de branchements dans une molécule
de glycogéne est quant a lui égal a N+N/2+N/4+N/8 ... + N/N, ce qui équivaut a
2N-1. Finalement, le pourcentage de branchement est équivalent a: [(2N-1)/10%]
x 100 (55).
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Le nombre de chafnes extérieures, dites chaines A (Ca), le nombre total de
résidus glucose dans la molécule de glycogene (Cy), le nombre de résidus
directement disponibles pour la glycogéene phosphorylase (Ger), le rayon (R)
ainsi que le volume (Vs), de la molécule ont été calculés selon les équations

suivantes de Meléndez ef al.:

1) Ca=r "

2) Gr=gc* (1-r') /1-r, ot g. = la longueur de chaines

4) Gpt=Ca * (gc—4), ou 4 = espace minimum pour la phosphorylase
5) Vs =4/3 7+t (0,12gc + 0,35)°

Pour tous ces calculs, un degré de branchement égal a deux a été considéré
en accord avec le modéle de Whelan (34) ainsi qu'un poids moléculaire pour le

glycogéne de 1,62 x 10°.

4.2.3 Compartimentation du glycogéne: lyo- et desmoglycosomes

Les lyoglycosomes (solubles dans l'acide) ainsi que les desmoglycosomes
(insolubles dans I'acide) ont été séparés grace a cette différence de solubilité.
La méthode utilisée pour déterminer le contenu en glycogéne des fractions lyo-
et desmoglycosomes a été adaptée de celle décrite par Alonzo et al. (4, 49,
50). Tout d'abord, environ 100 mg de foie ont été lyophilisés. De ces 100 mg, 3
mg ont été pesés dans des tubes de Pyrex (13 x 100 mm). 200 pl d'acide
perchlorique (PCA, 1,5 M) (Fisher Scientific, Ontario, Canada) froid ont été
ajoutés dans chaque tube, et le tissu a été homogénéisé a l'aide d'une tige de
verre afin de I'exposer a l'acide. Aprés une incubation de 20 minutes sur glace,

les échantillons ont été centrifugés a 4°C, 3 000 g pendant 15 minutes. 100 pl
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de surnageant oht été prélevés. Ce surnageant représente la fraction de
glycogéne associée aux lyoglycosomes. Le culot a été utilisé pour mesurer la
fraction de glycogéne associée aux desmoglycosomes. Un mililitre d'acide
chlorhydrique (HCI, 1 M) a été ajouté a chacune des fractions. La fraction lyo- a
été simplement mélangée tandis que le culot a été homogénéisé a l'aide d'une
tige de verre. Les tubes ont été pesés, fermés non hermétiquement et placés
dans un bain d'eau bouillante pendant 2 heures. Par la suite, les tubes ont été
pesés a nouveau et les variations de poids ont été corrigées, lorsque
nécessaire, par ajout d'eau distillée. Les échantillons ont ensuite été neutralisés
a l'aide de Tris base 2 M (Sigma-Aldrich Canada, Ontario, Canada), agités puis
centrifugés a 3000 g pendant 5 minutes. Le concentration de glucose contenu
dans les différentes fractions de glycosomes a alors été mesuré par un test
commercial (Sigma—Aldrich) utilisant I'hexokinase/glucose-6-phosphate tel que
décrit a la section 4.2.2.2. La concentration totale de glucose a été obtenue en
additionnant les concentrations de glucose obtenues dans chacun des

glycosomes.

4.3 STATISTIQUE

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne et erreur standard de la
moyenne (+ SEM). Les différences entre les caractéristiques des deux groupes
(sédentaires et entrainés) ont été identifiees a partir du test-t de Student. Un

seuil significatif de P < 0,05 a été retenu.
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CHAPITRE 5
RESULTATS

A la fin des 8 semaines d'entrainement, au moment du sacrifice, le poids des
animaux sédentaires et entrainés (441 + 9 g et 452 + 13 g chez les sédentaires
et les entrainés respectivement) était similaire. Par contre, I'activité de la citrate
synthétase dans le rectus femoris était de 36% supérieur chez les animaux

Te g'1) comparativement a celle des animaux

leg™).

entrainés (27.9 £+ 1.6 ymol * min -

sédentaires (20.5 £ 12.5 pmol » min ~

Le contenu total en glycogéne ainsi que la quantité de glycogéne associé aux
lyoglycosomes étaient comparables dans les deux groupes, sédentaires et
entrainés (tableau 5.1). Cependant, une quantité plus importante de glycogéne
associé aux desmoglycosomes a été mesurée chez les rats entrainés
comparativement aux animaux sédentaires (P < 0,05). En effet, 49% du
glycogéne hépatique des animaux entrainés est retrouvé associé aux
desmoglycosomes, comparativement a 40% chez les animaux sédentaires
(figure 5.1).



70.0 ~ HLyo
60.0 - ODesmo

o 50.0 A
40.0 -
30.0 A
20.0 A
10.0 -
0.0 -

sédentaires entrainés

FIGURE 5.1 Pourcentage du glycogéne total
présent dans les fractions de
glycogéne hépatique des animaux
sédentaires et entrainés. (* P <
0,05 vs groupe entrainé)

TABLEAU 5.1
Glycogéne total et associé aux lyoglycosomes et
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desmoglycosomes dans le foie des animaux sédentaires et entrainés.

Concentration de Lyo- Desmo-
glycogéne hépatique (mM unités (mM unités

(mM unités glycosyl/Kg  glycosyl/lKg de  glycosyl/Kg de

de foie sec) foie sec) foie sec)
Sédentaires 921,4 + 48,3 5491 + 44 8 372,4 10,9
Entrainés 972,7 + 41,2 4947 + 20,1 478,0 = 29,4*

* P < 0,05 vs au groupe sédentaire
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L'entrailnement en endurance a la nage chez les rats a aussi eu pour effet
d'augmenter la quantité de résidus glucose impliqués dans les branchements
(augmentation du % de branchement). Ce méme entrainement a causé une
diminution du nombre de résidus glucose par chaines, se traduisant par une
augmentation du nombre de niveaux (tableau 5.2). En appliquant les équations
proposées par Meléndez et al. (55) nous avons obtenu une augmentation du
nombre de niveaux et une augmentation de 34% du nombre de chaines
extérieures (chaines A) dans la molécule de glycogéne des rats entrainés. Ces
modifications de structure par I'entrainement en endurance engendrent une
molécule de glycogéne hépatique plus compacte ayant un rayon et un volume

réduits de 14% et 33% respectivement (tableau 5.3).

TABLEAU 5.2
Effet de I'entrainement en endurance sur la structure du glycogéne
hépatique (partie 1)

% de Longueur de  Nombre de  Unités glucose
branchement chaine niveaux branchées
(unités
glucose)
Sédentaires 9,2+0,6 11,4+ 0,5 9,8 0,1 930,0 = 102,0
Entrainés 12,1« 1,1* 8,7 +0,9" 10,4 = 0,2* 1412,0 = 154,0*

* P < 0,05 vs groupe sédentaire
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TABLEAU 5.3
Effet de I'entrainement en endurance sur la structure du glycogéne
hépatique (partie 2)

Ca Gpt Rayon Volume
(unités)  (unites) (nm) (nm”°)

Sédentaires | 465 = 3129 = 16,8 + 20351 =
51 116 0,5 1596

Entrainés 706 = 2950 = 14.5 + 13538 =
77* 309 1.0* 2853*

* Ca:le nombre de chaines A
Gpt : le nombre de résidus accessibles a la phosphorylase.
* *P < 0,05 vs groupe sédentaire

Exemple de calcul: Soit un échantillon de foie d’'un animal du groupe

sédentaire dont les concentrations sont les suivantes:
Concentration d'acide formique (mmol/L): 2,56
Contenu total de glucoses (mmol/L): 27,52
N =(2,56 ¢ 10000)/ 27,52

= 930,2 (glucoses branchés)

N =0930,2/2
=465,1 (Ca)
% branchement = ((2 * 465,1-1)/10000) * 100
=93
t =log(465,2) + 1
=9,8
G. =1000*-1/1-2%°
=11,21
Gpt =465,1+ (11,21-4)
= 3357,2

Ve =4/371+9,8%¢(0,12 « 11,21 + 0,35)°



R

=19199,9
=9,8(0,12 * 11,21 + 0,35)
= 16,6
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CHAPITRE 6
DISCUSSION

Les résultats obtenus dans la présente étude démontrent que I'entrainement en
endurance: 1) modifie la distribution du glycogéne hépatique dans les cellules
en augmentant la quantité de glycogéne associée aux desmoglycosomes et 2)
modifie la structure du glycogéne, ce qui se traduit par une diminution de la
longueur des chaines et une augmentation du nombre de branchements. En
appliquant les équations de Meléndez (55), une augmentation du nombre de
niveaux et de chaines A ont été observées chez les animaux entrainés. Ces

modifications de structure forment une particule de glycogéne plus compacte.

La dégradation du glycogéne par les enzymes de son métabolisme est un
mécanisme complexe qui doit respecter des regles stcechiométriques strictes.
La particule de glycogéne doit ainsi avoir une structure qui lui permet
d'emmagasiner le plus de molécules de glucose possible et ce dans un petit
volume. De plus, sous l'action des différentes enzymes, elle doit permettre de
libérer trés rapidement autant de glucose que nécessaire pour répondre aux
besoins d’homéostasie glucidique. Déja, il y a plus de 40 ans, Stetten et al.
stipulaient que le métabolisme du glycogéne était étroitement lié a sa structure
(74). L'absence d'une ou plusieurs enzymes, par exemple l'enzyme de
débranchement dans le cas du glycogen storage disease type 1l (80), forme
une molécule de structure anormale et engendre donc des perturbations de

I'hnoméostasie glucidique.

Bien que les détails concernant la structure fine du glycogéne soient encore
méconnus, le modéle de Whelan (34), qui dérive principalement de données

obtenues suite a la dégradation enzymatique du glycogéne, est le mieux
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accepté. La notion d’optimisation de la molécule de glycogéne a d'abord été
étudiée par Meléndez ef al. (55) par le biais d'un modéle mathématique (section
1.2.2.4). Le rdle du glycogéne étant d'emmagasiner du glucose, il doit pour se
faire avoir une structure appropriée. Sa structure branchée lui fournit plusieurs
points d'attaque, ou extrémités non-réductrices, pour la glycogéne
phosphorylase (GP) permettant ainsi de libérer simultanément plusieurs
molécules de glucose. Le nombre d'extrémités non-réductrices dans une
particule de glycogéne est beaucoup plus grand que le nombre de sites pour la
phosphorylase. Un nombre élevé d'extrémités non-réductrices augmente donc
la capacité de la phosphorylase a se lier au glycogéne (55). Considérant une
concentration et une activité égales de glycogéne phosphorylase et de
glycogénine, la molécule de glycogéne possédant un grand nombre
d'extrémités non-réductrices libérera plus de molécules de glucose. Ce
changement équivaut donc a augmenter la concentration de substrat et a
maximiser la vitesse de relargage du glucose afin de répondre aux besoins

métaboliques.

Pour la premiére fois, nous avons donc pu déterminer chez des animaux
sédentaires et entrainés le pourcentage de branchement de leur glycogéne
hépatique. Ce pourcentage représente le nombre de glucoses dans la molécule
de glycogéne qui est directement impliqué dans un branchement. Suite & un
entrainement en endurance d'une durée de huit semaines, une augmentation
du pourcentage de branchement a été notée. Cette augmentation est associée
a une diminution de la taille de la molécule de glycogéne. Ces données
concordent bien avec lI'augmentation de l'activité de I'enzyme de branchement
dans le glycogéne musculaire observée par Taylor et al. (77) chez des animaux
entrainés en endurance. Cette observation est la seule donnée disponible a ce
jour concernant les changements de la structure du glycogene associés a

I'exercice chronique.
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Huit semaines d'entrainement en endurance augmentent le nombre de chaines
A, qui sont les plus externes, et ainsi augmentent le nombre potentiel de sites
d'attaque pour la phosphorylase. L'optimisation des réserves de glycogéne est
donc d'une importance capitale. L'entrainement en endurance pourrait
contribuer a ces changements. Ces derniers semblent constituer un avantage
certain en comparaison avec la structure générale du glycogéne chez les
animaux sédentaires. De plus, une nouvelle notion fait surface, celle de qualité.
En effet, il n'importe pas seulement que le glycogéne soit présent en grande
quantité mais aussi qu'il puisse étre utilisable. La quantité aussi bien que la
qualité du glycogéne sont donc des facteurs pouvant affecter son utilisation
(36).

La compartimentation du glycogéne est depuis quelques années un constat
nouvellement accepté par le milieu scientifique. En plus des modifications de
structure du glycogéne, la proportion associée aux desmoglycosomes est aussi
modifiée par I'entrainement en endurance. En effet, une augmentation du
glycogéne associé aux desmoglycosomes (les plus métaboliqguement actifs) a
été observée. Parallélement, une diminution du glycogéne associé aux

lyoglycosomes a été identifiée.

Tel que mentionné précédemment (section 2.3.1), la notion de glycosome a été
introduite pour la premiére fois par Scott et Still (71) et confirmée plus tard a
I'aide de la microscopie électronique. Plusieurs auteurs dont Gao K. et al. (28),
Meyer et al. (57), Tata (76) et Wilstatter (81) ont démontré que le glycosome
était une unité fonctionnelle indépendante reliée a des protéines cellulaires. Au
niveau hépatique, l'association des desmoglycosomes au réticulum
endoplasmique lisse et rugueux a été observée par microscopie électronique

(51). D'autres études ont permis de démontrer que dans les fibres musculaires
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du chien, les desmoglycosomes étaient attachés aux myofibrilles, aux
mitochondries, au sarcolemme, a I'appareil de Golgi et aux polyribosomes (66,
67, 68, 69, 70). Cette association a des protéines semble conférer aux

desmoglycosomes une plus grande stabilité.

En étudiant la glycogénine, la protéine composant le noyau du glycogéne c’est-
a-dire I'amorce du glycogene, Alonzo et al. (4) et Lomako J.W. et al. (49) ont
identifié deux formes de glycogéne. lls ont déterminé que l'une d'elles était de
faible poids moléculaire (400 kDa) et relativement riche en protéines, le
proglycogéne (PG). L'autre, de plus haut poids moléculaire, correspondait au
glycogéne classique ou macroglycogéne (MG). Selon ces auteurs, les deux
formes difféerent dans leur ratio protéines:glucose. De plus, comme le PG
contient plus de protéines que le MG, il serait insoluble dans I'acide et de cette
fagon les deux fractions pourraient étre séparées. Cependant, les données
recueillies dans le présent travail ne vont pas dans le sens de ces derniéres
observations. Nous supportons plutét la théorie des glycosomes (permettant
I'identification des deux fractions intracellulaires de glycogéne) pour les raisons
suivantes. Nous avons observé dans le foie une proportion élevée (> 40%) de
la fraction insoluble dans I'acide (desmoglycosomes) ce qui est incompatible
avec les observations d'Alonso et al. (4) pour lesquelles le proglycogéne, aussi
identifié comme insoluble dans l'acide, correspond a seulement 3% du
glycogéne hépatique et a une faible concentration de glycogénine (0,35% du
poids du foie). Théoriquement, les particules de glycogéne ont un poids
moléculaire approximativement égal a celui de la glycogénine (36 kDa). La
molécule de glycogéne compléte (particule ) a un poids moléculaire de 107
kDa (selon Hansen et al. (36)) ce qui suggére que le poids moléculaire de la
glycogénine correspond a 0,035% de celui de la particule B, considérant un
ratio glycogénine : particule g égale a 1 (36). Le proglycogéne n'est donc pas
une fraction distincte du glycogéne, mais un type de glycogéne compris a

I'intérieur des glycosomes. Le PG qu'Alonso ef al. (4) ont isolé correspondrait
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en fait aux desmoglycosomes et le MG aux lyoglycosomes identifiés par
Rybicka (70).

En utilisant la méthode d'extraction a I'acide permettant de séparer les deux
fractions (et non les deux formes) de glycogéne, Hansen, FB et al. (36), ont
récemment remis en question I'hypothése selon laquelle le proglycogéne serait
une fraction distincte de la particule de glycogéne. Dans le muscle a I'état
normal de repos, le ratio pro:macro est égal a 8:1. Considérant un poids
moléculaire stable d'environ 400 kDa pour le proglycogéne et 10’kDa pour le
macroglycogéne, il leur a été possible de calculer que si tout le proglycogéne
devait étre converti en macroglycogéne, la quantité de glycogéne totale serait
environ 600 umol/g (36). Cependant, cette valeur est 3 a 4 fois plus élevée que
la valeur mesurée dans le muscle squelettique de rat (100 a 170 umol/g). Ceci
permet d'affirmer que le proglycogéne, considéré par Alonso et al. comme un
intermédiaire stable jamais degradé jusqu'au niveau de la glycogénine,
augmente en fait avec la taille de la particule. Le proglycogéne ne
représenterait donc pas une fraction distincte de la molécule, mais bien une
etape dans la formation du macroglycogéne qui lui est contenu dans les deux
types de glycosomes (desmo- et lyoglycosomes, figure 2.3).

Considérant les faits établis précédemment, nous pensons que l'extraction a
I'acide nous permet de séparer non pas le proglycogéne du macroglycogéne,
mais bien les différents glycosomes tel que décrit par Rybicka (70). Par la suite,
la seule fagon de séparer le proglycogéne du macroglycogéne serait par
électrophorése selon leur poids moléculaire, tel que suggéré par Lomako et al.
(49). Le pro- et le macroglycogéne ne représenteraient donc pas des fractions
séparées du glycogéne, mais plutdét un agencement de ces derniéres a
I'intérieur des différents glycosomes (figure 2.3). De plus, Calder et al. (16) ont
démontré que I'association du glycogéne musculaire aux desmoglycogénes
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était métaboliquement plus actif que celui lié aux lyoglycogénes. Ceci
s'expliquerait par une plus grande activité de la glycogéne phosphorylase dans
cette fraction (16). Dans le cas d'un entrainement en endurance, il importe de
pouvoir libérer de fagon presque immédiate des molécules de glucose afin de
subvenir a la demande glucidique (dans le foie) ou énergétique (dans le
muscle) accrue. Dans ce cas, les glucoses libérés pourraient provenir des
desmoglycosomes, fraction la plus active. Ceci se traduirait alors par une

diminution de la longueur des chaines A dans cette derniere fraction.

De fagon générale, 'augmentation de la proportion de glycogéne associé aux
desmoglycosomes ainsi que les modifications structurales (augmentation du
pourcentage de branchement et diminution de la taille de la molécule)
observées par notre équipe supportent I'idée d'une augmentation de la
disponibilité du glycogene hépatique suite a un entrainement en endurance.
Méme si 'augmentation de la concentration de glycogéne hépatique demeure
incertaine avec l'entrainement, ces résultats laissent entrevoir une nouvelle

vision du glycogéne qui implique aussi les notions de répartition et de structure.

A ce stade, il est donc possible, sous réserve de confirmation, de suggérer une
optimisation de la molécule de glycogéne avec l'entrainement aux niveaux
"intraparticulaire" et "extraparticulaire". Ceci se traduit par la formation d'une
particule de glycogéne plus compacte (réduction de son volume) ayant un plus
grand nombre d'extrémités non-réductrices, augmentant ainsi I'efficacité de la
GP. Le glycogéne se trouve de plus réparti dans deux fractions (desmo- et
lyoglycosomes). Au niveau extraparticulaire, suite a un entrainement en
endurance, le glycogéne hépatique se retrouve associé en plus grande quantité
aux desmoglycosomes identifiés comme métaboliquement plus actifs. Les
résultats obtenus dans la présente étude ne nous permettent cependant pas

encore de déterminer la structure du glycogéne contenu dans chacune des
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deux fractions ni d'expliquer les mécanismes responsables de ces

changements induits par I'exercice chronique.

Il est bien établi qu'un exercice prolongé d'intensité modérée diminue
I'insulinémie, augmente la glucagonémie et les niveaux de cathécolamines (42,
45). Ces réponses hormonales sont affectées par I'entrainement en endurance
(22). En fait, I'entralnement en endurance diminue les concentrations
plasmatiques du glucagon et des cathécolamines. Malgré un ratio
insuline:glucagon plus élevé chez des sujets entrainés, I'homéostasie du
glucose est améliorée par une augmentation de la production hépatique de
glucose (56). Drouin et al. (22) ont mis en évidence, dans une étude chez
I'Homme, une augmentation de la sensibilité hépatique au glucagon chez des
sujets entrainés se traduisant par une augmentation de la production hépatique
de glucose (PHG) suite a une stimulation au glucagon. Dans cette étude, les
sujets sédentaires et entrainés ont été étudiés au repos. Les sécrétions
endogénes d'insuline et de glucagon ont été supprimées par la somatostatine et
remplacées par des infusions constantes afin d'obtenir des concentrations
physiologiques similaires dans les deux groupes. Dans ces conditions, cette
équipe a observé une augmentation de 53% de la production hépatique de
glucose chez les sujets entrainés comparativement aux sujets sédentaires (22).
Ces observations ont été confirmées par une étude chez des rats soumis a un
entrainement en endurance (23). Utilisant un modéle de perfusion de foie in
sifu, pour une méme concentration de glycogene chez les animaux entrainés et
sédentaires, une augmentation de la PHG induite par la glycogénolyse ainsi
que par la néoglucogenése a été démontrée sous stimulation par le glucagon
(7,-24, 44). Les résultats obtenus chez I'Homme et le rat confirment une
augmentation de la sensibilité hépatique au glucagon avec l'entrainement. Les
mécanismes responsables de cette augmentation de sensibilité du foie a une
stimulation au glucagon observée chez les sujets entrainés restent a étre

caractérisés. Parmi les mécanismes potentiellement responsables de cette
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augmentation de sensibilité se trouve la modulation des récepteurs du
glucagon. Légareé et al. (47) ont démontré une augmentation du nombre de
récepteurs hépatiques du glucagon chez des rats soumis & un programme
d'entrainement en endurance a la nage d'une durée de 8 semaines. Parmi les
autres mécanismes responsables de cette augmentation de sensibilité du foie a
une stimulation au glucagon, la distribution du glycogéne dans les
lyoglycosomes ou les desmoglycosomes pourrait étre responsable d’une

meilleure réponse de la glycogénolyse au glucagon.

En conclusion, l'entrainement n'affecte pas uniquement la quantité de
glycogéne hépatique, mais modifie sa structure fine ainsi que sa répartition
intracellulaire. L'effet bénéfique de Il'entrainement en endurance sur le
métabolisme du glycogéne hépatique dépasse donc les seuls facteurs de
quantité et d'enzymes. L'entrainement, sans changer la quantité de glycogene,
optimise la molécule en 1) rendant la structure plus facilement accessible et 2)
favorisant l'emmagasinage du glycogéne dans la fraction la plus

métaboliquement active.

PERSPECTIVES D'AVENIR

Ce travail ouvre donc la porte a de nouvelles expérimentations afin de
poursuivre notre compréhension de la structure du glycogéne ainsi que son
organisation intracellulaire. Tout d'abord, il s'agira d'identifier a I'aide de la
microscopie électronique les deux types de glycosomes (lyo- et
desmoglycosomes). Par la suite, il serait intéressant d'utiliser la technique de
"pulse-chase" afin de suivre le mouvement et d'étudier la régulation du

glycogene dans les fractions lyoglycosomes et desmoglycosomes. Finalement,
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a partir du modéle de Meléndez, établir la structure du glycogéne présent dans

les différents glycosomes.
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