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RÉSUMÉ 

Il a été récemment démontré que l' entraînement en endurance induisait une 

augmentation de la sensibilité hépatique au glucagon chez des sujets sains (Drouin R et col. 

Am. J Physiol. , 1998, 274, E23-E28). Néanmoins, les mécanismes responsables de ce 

changement demeurent encore non définis . L'objectif de la présente étude était de 

caractériser l ' impact d'un entraînement en endurance sur les propriétés des récepteurs 

hépatiques au glucagon. Spécifiquement, nous avons mesuré l' affinité (Ko) et la densité 

(Bmax) des récepteurs hépatiques au glucagon, suite à un programme d'entraînement en 

endurance chez des animaux sains. 

Des rats mâles Sprague-Dawley ont été aléatoirement assignés à un groupe 

sédentaire (S, n = 6) et entraîné (E, n = 7). L'entraînement en endurance consistait en 8 

semaines de nage (3h/j , 5j/sem). L'activité de la citrate synthétase était significativement 

augmentée de 30% dans le rectus fémoral des rats entraînés. 48 heures post-exercice, les 

membranes plasmiques de foie des rats sédentaires et entraînés ont été purifiées par un 

système de partition par affinité en deux phases aqueuses. Les membranes plasmiques ont 

été incubées (30 min, 30°C) en présence d'une concentration croissante d,[ 125I]-glucagon 

(0,15-2,4 nM). 

L'entraînement en endurance chez les animaux sains augmente significativement de 

28% le Bmax des récepteurs au glucagon (S : 3,09 ± 0,12 vs E : 4,28 ± 0,19 pmol/mg de 

protéines, P < 0,001), sans toutefois modifier le Kd (S : 0,57 ± 0,06 vs E : 0,77 ± 0,09 nM, 

P > 0,1). 



iv 

protéines, P < 0,001), sans toutefois modifier le KI (S : 0,57 ± 0,06 vs E: 0,77 ± 0,09 nM, 

P>O,l). 

En conclusion, ces résultats indiquent que les changements de la sensibilité 

hépatique au glucagon induits par l'entraînement en endurance peuvent s'expliquer, en 

partie, par des modifications de la densité des récepteurs du glucagon. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1 Régulation de la glycémie au repos 

1.1 Rôle du glucose 

Le glucose (C6H1206) est un monosaccharide composé de six carbones, faisant 

partie des aldohexoses. L'utilisation du glucose dans les cellules fournit l'énergie 

nécessaire aux différents processus physiologiques. Le glucose est le seul substrat 

énergétique utilisé par les érythrocytes (Siems et col. 2000) et par les cellules du système 

nerveux (Levin et col. 1999) lors de conditions physiologiques normales. De plus, il 

représente une source importante d'énergie disponible pour les cellules musculaires lors 

d'activités physiques (Kjaer et col. 1991 ; Hultman 1995). Le glucose est donc une source 

d'énergie indispensable pour plusieurs tissus et organes, et implique que sa plasmatique 

doit être étroitement contrôlée. 
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1.2 Importance de l'homéostasie 

Le maintien de l'homéostasie glucidique requiert un contrôle strict entre l'apport 

exogène, la production endogène et l'utilisation du glucose. La concentration plasmatique 

de glucose est maintenue normalement à ~ 5 mM. Suite à l'ingestion d'un repas, elle peut 

atteindre jusqu'à ~ 9 mM. Dans des conditions pathologiques, par exemple un diabète de 

type 1 non contrôlé, la glycémie peut alors atteindre ~ 20 mM (hyperglycémie). Par 

opposition, un surplus d'insuline peut entraîner une chute de la glycémie pouvant mener à 

l'hypoglycémie (~ 2,5 mM). Autant l'hypoglycémie que l'hyperglycémie entraînent un 

déséquilibre métabolique qui se caractérise par de multiples symptômes: polyurie, 

polydipsie, palpitations, transpiration et tremblements. L'homéostasie glucidique est donc 

essentielle au bon fonctionnement des cellules de l'organisme et un dérèglement des 

mécanismes régulateurs est néfaste et peut, lorsque)a situation se prolonge, devenir mortel. 

1.2.1 Rôle du foie dans l'homéostasie du glucose 

Le tissu musculaire n'est pas impliqué dans l'homéostasie glucidique puisqu'il est 

dépourvu de l'enzyme nécessaire, la glucose 6-phosphatase, pour rediriger le glucose dans 

le sang. Le glycogène musculaire sert donc de réserve énergétique pour la contraction 

musculaire, mais uniquement pour le muscle dans lequel il est contenu. Seuls le foie et les 

reins possèdent l'enzyme glucose 6-phosphatase. Toutefois, dans des conditions 

physiologiques nonnales, le foie est la principale source endogène de glucose. La 

contribution des reins n'est requise que lors d'un jeûne prolongé, d'une acidose ou dans des 

conditions d'hyperthyroïdie (Cersosimo et col. 2000 ; Pimenta et col. 1999). Le foie 
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produit le glucose via l'activation de deux processus métaboliques: la glycogénolyse et la 

néoglucogenèse. La glycogénolyse, c' est-à-dire la dégradation du glycogène emmagasiné 

en éléments glucidiques monomériques, est le processus le plus accessible pour satisfaire 

immédiatement à la demande périphérique de glucose. Le foie peut aussi libérer du glucose 

dans la circulation sanguine via l'activation de la néoglucogenèse où du glucose est formé 

à partir d'éléments non glucidiques tels le pyruvate, le lactate, l'alanine et le glycérol 

(Azzout et col. 1987). Le foie est donc un organe vital dans le métabolisme des glucides. 

1.2.2 Régulation hormonale 

La régulation de l'homéostasie glucidique se fait via la coordination des activités du 

système nerveux qui stimule ou inhibe les sécrétions hormonales et endocrinien. 

Cependant, il est généralement entendu que la régulation du glucose sanguin est sous le 

contrôle du système endocrinien. Ainsi, la concentration de glucose sanguin est régulée par 

l'insuline et par les hormones de contre-régulation. Bien que le glucagon, l'adrénaline, le 

cortisol et l'hormone de croissance possèdent tous une activité biologique capable de 

s'opposer à l'action de l'insuline, le glucagon semble encore être la principale hormone 

responsable de la défense contre l'hypoglycémie (Cryer 1997, 1999 ; Butler et co1.l989 ; 

Tuttle et col. 1988). En l'absence de glucagon, l'adrénaline devient importante. Le cortisol 

et l'hormone de croissance tiennent plutôt un rôle lors de la récupération suite à une 

hypoglycémie aiguë. L'insuline et le glucagon sont donc les hormones principales de la 

régulation du glucose sanguin. De plus, selon Lins et col. (1983), le ratio 

insuline / glucagon est crucial puisqu'une faible diminution de la concentration d'insuline 
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rend le foie plus sensible aux effets du glucagon qui augmente la production de glucose se 

traduisant par une hyperglycémie, et ce, même avec une augmentation minimale de la 

glucagonémie. 

2 Régulation de la glycémie à l'exercice 

2.1 Rôle du foie 

L'exercice augmente considérablement les demandes métaboliques de l'organisme, 

principalement par l'augmentation des besoins énergétiques des muscles qui se contractent 

(Kjaer et col. 1991 ; Richter et col. 1984). Le glucose représente un carburant important 

pour les cellules musculaires au travail et l'augmentation de son utilisation lors de 

l'exercice représente un défi de taille pour le maintien de la glycémie. Jusqu'à tout 

récemment, il était généralement reconnu chez l'Homme que les reins n'étaient pas une 

source appréciable de glucose sauf lors d'acidose ou après un jeûne prolongé. De nouvelles 

techniques permettent maintenant d'établir la contribution des reins à la production de 

glucose au repos (Cersosimo et col. 1999; Gerich et col. 2001) et permettront de déterminer 

leur participation à l'exercice de courte et de longue durée. Cependant, sans ces nouvelles 

données, il est encore prématuré d'envisager une contribution des reins à la production 

endogène de glucose à l'exercice, laissant le foie comme principale source endogène de 

glucose (Wahren et col. 1971). Bien que des périodes d'hypoglycémie et d'hyperglycémie 

puissent survenir dans certaines conditions extrêmes (Ahlborg et col. 1974, 1982 ; Kjaer et 

col. 1986), la glycémie demeure relativement stable lors d'une activité physique d'intensité 

modérée et de durée moyenne (Felig et col. 1979 ; Wolfe et col. 1986; Sheen et col. 1998). 
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Cet équilibre entre l'utilisation et la production de glucose requiert une augmentation via le 

foie de la glycogénolyse et de la néoglucogenèse afin de contrebalancer l'utilisation accrue 

de glucose par les muscles squelettiques lors d' une activité physique. 

2.2 Régulation hormonale 

L'activité d'intensité modérée entraîne des variations honnonales qui se traduisent 

par une diminution de la concentration plasmatique d ' insuline et une augmentation de la 

concentration plasmatique de glucagon (Gyntelberg et col. 1977 ; Del Corral et col. 1998 ; 

Krishna et col. 2000) tel qu'illustré à la figure la et 1 b. 

La régulation de la production hépatique de glucose semble varier en fonction de 

l'intensité de l' activité physique. Les études chez l'Homme ont démontré que la production 

de glucose lors d'un exercice d' intensité modérée « 60 % V02 max) était principalement 

modulée par des modifications du ratio glucagon 1 insuline (Wolfe et col. 1986 ; Hirsch et 

col. 1991) bien que les catécholamines, en particulier l' adrénaline, soient importantes 

lorsque ces modifications ne survenaient pas (Marker et col. 1991). Pourtant, à l'exercice 

d' intensité élevée (> 80 % V02 max) les changements d'insuline et de glucagon seraient 

insuffisants pour stimuler l' augmentation majeure de glucose (+ 8 fois) (Coggan et col. 

1997 ; Sigal et col. 1996). Ainsi, selon l' étude de Howlett et collaborateurs (1999), 

l'augmentation marquée d' adrénaline lors d'un exercice de haute intensité serait responsable 

d'environ 30 % de l'augmentation de la production hépatique de glucose. 



Figure la. Effet d'une période d'exercice d' intensité modérée de 60 min 
sur la concentration plasmatique d'insuline. 
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Figure lb. Effet d'une période d'exercice d'intensité modérée de 60 min 
sur la concentration plasmatique de gIucagon. 
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2.3 Hormones contre-régulatrices 

Plusieurs études utilisant la somatostatine pour inhiber les sécrétions endogènes 

d'insuline et de glucagon ont démontré que l'augmentation du glucagon chez le chien à 

l'exercice serait responsable de l'augmentation de la glycogénolyse et de la 

néoglucogenèse (Wassennan et col. 1984, 1989 a, 1989 c). La participation du glucagon 

dans l'augmentation de la production hépatique de glucose à l'exercice a été estimée à 

60% par Wasserman et collaborateurs (1988). En outre, Lavoie et col. (1997) ont 

démontré, dans un type similaire d'étude, que le glucagon était essentiel à l'augmentation 

de la production hépatique de glucose et, par le fait même, au maintien de la glycémie, 

lors d'un exercise prolongé d'intensité modérée chez des sujets sains. Bien que la chute 

de l'insuline et l'augmentation de glucagon soient importantes, il semble que le ratio 

molaire glucagon / insuline soit un facteur déterminant dans l'importance de 

l'augmentation de la production hépatique de glucose induite par l'exercice (Hirsch et 

col. 1991 ; Turcotte et col. 1997; Vranic et col. 1984). De fait, il a été mis en évidence 

que l'action du glucagon sur la production hépatique de glucose était plus marquée si 

celle-ci était conjuguée à une baisse d'insuline (Wasserman et col. 1988). De plus, les 

études de Wasserman et col. (1989 b) chez le chien, et Lavoie et col. (1997) chez 

l'humain ont démontré que la chute insulinémique était respectivement responsable de 

50-60 % et de 70 % de l'accroissement de la production hépatique de glucose à 

l'exercice. Malgré l'augmentation d'adrénaline lors de l'exercice chez l'Homme, cette 

hormone ne semble pas jouer un rôle prépondérant dans l'augmentation de la production 

7 
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hépatique de glucose lors d'activités physiques (Howlett et col. 1999). Ainsi donc, le 

glucagon et l'insuline jouent un rôle primordial quant à l'augmentation de la production 

hépatique à l'exercice. 

3 Effet de l'entraînement en endurance sur la régulation hormonale 

L'entraînement en endurance améliore l 'homéostasie glucidique. Ainsi, dans des 

conditions identiques d' exercice, il a été démontré que les animaux sédentaires présentaient 

une hypoglycémie, absente chez les animaux entraînés (Donovan et col. 1997). Cette 

résistance à l'hypoglycémie a été établie comme étant le résultat d'une augmentation de la 

production hépatique de glucose (Donovan et col. 1997). 

L'activité physique d'une intensité modérée provoque une augmentation du 

glucagon (Wasserman et col. 1989b ; Lavoie et col. 1997) et une diminution de l'insuline 

(Wasserman et col. 1989a ; Lavoie et col. 1997). Ces changements hormonaux ont pour 

effet de stimuler la production hépatique de glucose de façon à répondre à son utilisation 

périphérique et ainsi maintenir une glycémie relativement constante. L' entraînement en 

endurance modifie ces variations hormonales. Ainsi, pour une même intensité relative 

d'exercice, la diminution de la concentration d'insuline et l'augmentation de la 

concentration de glucagon sont moindres avec l'entraînement, tel qu' illustré à la figure 2a 

et 2b (Gyntelberg et col. 1977 ; Winder et col. 1982 ; Mendenhall et col. 1994). 

Paradoxalement, en présence d'une plus grande quantité d' insuline et d 'une moins grande 

quantité de glucagon, l' entraînement en endurance semble résulter en une meilleure 



9 

homéostasie glucidique et demeure à être élucidé. L'effet de l'entraînement en endurance 

sur les modifications de sensibilité à l'insuline est bien connu au niveau musculaire (Dohm 

et col. 1987 ; Kim et co1.1999 ; Stallknecht et col. 2000), mais demeure peu documenté 

pour le foie. Une seule étude de Bonen et col. (1986) a montré que l'exercice chronique 

n'avait aucun effet sur la sensibilité du foie à l'insuline. Cependant, des études menées 

chez l 'Homme par Drouin et col.(1998) et chez le Rat par Cheeks et col. (1996) ont 

démontré que l'entraînement en endurance induisait une augmentation de la sensibilité du 

foie au glucagon. 

3.1 Étude de Drouin et collaborateurs 

L'entraînement en endurance a été associé à une augmentation de la sensibilité 
. 

hépatique au glucagon. Drouin et collaborateurs (1998) ont démontré que l'entraînement 

en endurance augmentait la production hépatique de glucose en réponse à une infusion de 

glucagon chez l'humain. Dans cette étude, les sujets sédentaires et entraînés ont été étudiés 

au repos. Les procédures adoptées ont été l'inhibition des sécrétions endogènes d'insuline 

et de glucagon par infusion de somatostatine et leur remplacement dans le but d'obtenir des. 

concentrations physiologiques identiques dans les deux groupes. L'infusion d'une même 

dose de glucagon a résulté en une production hépatique de glucose de 53 % supérieure chez 

les sujets entraînés comparativement aux sujets sédentaires (15,8 ± 2,8 versus 7,4 ± 1,6 

mol-kg-1-min-1
, respectivement). De plus, des données préliminaires, obtenues par notre 

laboratoire (Drouin et col. 2000 ; Lavoie et col. 2000) ainsi que par Cheeks et 

collaborateurs (1996) lors de perfusion de foie in situ, ont montré que la glycogénolyse 
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autant que la néoglucogenèse étaient significativement plus élevées lors d'une stimulation 

par le glucagon chez les rats entraînés que chez les rats sédentaires. Quels sont les 

mécanismes responsables de cette meilleure réponse du foie au glucagon induite par 

l'entraînement en endurance? Parmi les facteurs susceptibles de traduire la réponse au 

glucagon, les récepteurs occupent une place de choix et demeurent non caractérisés. 

3.2 Étude de Nieto et collaborateurs 

Comme il en a été fait mention ci-haut, la littérature actuelle ne fournit aucune 

information directe concernant l' impact de l'entraînement en endurance sur les propriétés 

des récepteurs hépatiques du glucagon. Seule l'étude de Nieto et collaborateurs (1996) 

permet d'obtenir des informations indirectes à ce sujet. Ainsi, lorsque stimulée par le 

glucagon, l'activité de l'adénylate cyc1ase est de 14,3 % (P < 0,005) supérieure chez les 

rats entraînés en endurance comparativement aux rats sédentaires. L'augmentation de 

l'activation de l' adénylate cyclase sous influence hormonale suite à un entraînement en 

endurance peut être causée par un accroissement du nombre ou de l'affinité d'un récepteur 

hormonal. Or, au moins deux types de récepteurs hépatiques principaux sont couplés à un 

système adénylate cyc1ase, soit les récepteurs p-adrénergiques et les récepteurs du 

glucagon. De ces deux récepteurs, seul le récepteur p-adrénergique a été caractérisé lors de 

l'étude de Nieto et collaborateurs (1996). Ils ont démontré qu' il n'y avait aucune différence 

significative d'affinité et de densité pour les récepteurs p-adrénergiques entre les groupes 

sédentaires et entraînés. Il est donc possible que des changements de propriété du récepteur 
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du glucagon soient à l' origine de l'augmentation de l'activité de l' adénylate cycIase tel que 

rapportée par Nieto et collaborateurs 1996. 



Figure 2a. Eftèt de l'entraînement en endurance sur la concentration 
plasmatique d'insuline lors d'une activité physique 
d'intensité modérée. 
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Figure 2b. Effet de l'entraînement en endurance sur la concentration 
plasmatique de glucagon lors d'une activité physique 
d'intensité modérée. 
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4 Récepteurs du glucagon 

Le glucagon est un polypeptide honnonal constitué d'une chaîne linéaire de 29 

acides aminés (Unson et col. 1998). Le glucagon est le résultat de la protéolyse du 

proglucagon, un précurseur de 180 acides aminés, dans les cellules alpha du pancréas 

endocrine (MacNeil et col. 1994). L'organe cible principal du glucagon est le foie où, 

conjointement avec l'insuline, il joue un rôle primordial dans le maintien d'une 

concentration nonnale de glucose essentielle à la survie de l'organisme tel que décrit 

précédemment. L'événement initial dans l'action du gIucagon est sa liaison à son récepteur 

situé à la surface des hépatocytes. Un signal intracellulaire est ainsi transmis à travers la 

membrane plasmique aux protéines G, effecteurs intracellulaires, initiant une cascade 

d'événements d'amplification qui auront pour point culminant la production de glucose. 

Le récepteur du gIucagon est un récepteur membranaire appartenant à la 

superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (Christophe 1995). Les récepteurs 

membranaires se lient à des molécules hydrosolubles complémentaires et sont généralement 

localisés dans la membrane externe de la cellule cible. Ils se divisent en quatre catégories: 

les récepteurs comportant des tunnels à ions, les récepteurs à activité enzymatique, les 

récepteurs dépourvus d'activité catalytique et les récepteurs couplés aux protéines G 

(Lodish et col. 1997). La superfamille des récepteurs couplés aux protéines G compte plus 

de 1000 différents récepteurs dont le premier fut cloné il y a à peine une décennie 

(Kolakowski 1994). Les caractéristiques communes à cette famille de récepteurs sont une 

structure comprenant sept (7) domaines transmembranaires et une capacité à recruter et 
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réguler l'activité intracellulaire des protéines G hétérotrimériques (Nakamura et Redbell 

1991) composées des sous-unités n, ~,y (figure 3). Cette famille de récepteurs se subdivise 

en trois familles tel qu'illustré à la figure 4: la famille A: composée des récepteurs de type 

rhodopsine et bêta-adrénergique (adrénaline, sérotonine, dopamine, acétylcholine, 

histamine), la famille B: composée des récepteurs de type GlucagonIVIP/Calcitonine 

(calcitonine, glucagon, Glucagon-like peptide, peptide vasoactif intestinal, sécrétine) et la 

famille C: composée des récepteurs de type neurotransmetteurs métabotropiques et 

calcium (GABA, glutamate, calcium). Le récepteur du glucagon fait donc partie de la 

famille B de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G. 

Le récepteur du glucagon consiste en une protéine intégrale de la membrane 

plasmique d'un poids moléculaire d'environ 55 kDa. Comme chacun des membres de cette 

famille, la chaîne d'acides aminés de ce récepteur comporte sept tronçons de 20-25 résidus 

hydrophobes chacun formant une hélice alpha transmembranaire (Bohm et col. 1997). De 

plus, le récepteur est constitué d'un segment extracellulaire N-terminal, de trois boucles 

extracellulaires, de trois boucles intracellulaires, et d'un segment intracellulaire C-terminal 

(figure 5). Il est principalement exprimé dans les hépatocytes, mais il est aussi présent dans 

d'autres tissus soient: le cœur, le pancréas, les reins, le cerveau, l'estomac, les intestins, et 

certains adipocytes (Christophe 1995 ; Yamato et col. 1997). 

Jusqu'au début des années 1990, certains chercheurs dont Wakelam et col. (1986) et 

Petersen et Bear (1986) suggéraient l'existence de deux types de récepteurs distincts du 
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glucagon: GR-l et GR-2. Le récepteur GR-l était associé au second messager inositol 

1,4,5-tris-phosphate qui entraîne la libération de calcium de la lumière du réticulum 

endoplasmique vers le cytoplasme cellulaire. Tandis que le récepteur GR-2 était associé au 

second messager AMP cyclique. Aujourd'hui, les techniques de clonage ont permis de 

démontrer l'existence d'un seul récepteur du glucagon chez l'humain (MacNeil et col. 

1994) et chez le rat (Jelinek et col. 1993). Ces études ont montré que la stimulation au 

glucagon des cellules BHK (baby hamster kidney) contenant un plasmide codant pour le 

gène du récepteur du glucagon provoquait un accroissement à la fois de la concentration 

d'AMP cyclique et du Ca2
+ intracellulaire (via l'IP3) (Hansen et col. 1998). Le récepteur 

du glucagon transmet donc ses signaux intracellulaires via deux messagers seconds soient : 

l'AMP 3'-5'-cyclique et l'inositol 1,4,5 trisphosphate (figure 6), ces événements se 

déroulant par l'entremise de protéines G distinctes (Tableau 1) (Christophe 1995; Jelinek 

et col. 1993 ; Li et col. 1997). De plus, il a été démontré par Hanse et col. (1998) que les 

récepteurs du glucagon ont la capacité de se lier à de multiples protéines G, confirmant 

l'activation de deux voies de signalisation distinctes pour un même récepteur. 



Figure 3. Schéma simplifié du cycle de régulation de la protéine Gs. L' activation de 
Gs est justifiée par l'échange du GDP pour du GTP sur la sous-unité a s. Une fois 
activé, le complexe a s * ~y se dissocie afin que les protéines Gsa et G~y puissent 
interagir avec les effecteurs appropriés. L ' hydrolyse du GTP par Gsa le désactive, 
augmentant ainsi son affinité pour G~y, et conduit à leur réassociation pour donner le 
complexe inactifGsa~/ GDP. 

Adaptée de : Novotny & Svoboda 1998 
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Famille A Famille B Famille C 

.... ......,c. 

Figure 4. Représentation schématique de la sous-division de la superfamille des récepteurs liés aux protéines G. 

Famille A : récepteurs de type rhodopsine et bêta-adrénergique 

Famille B: récepteurs de type GlucagoniVIP/Calcitonine. 

Famille C : récepteurs de type neurotransmetteurs métabotropiques et calciques. 

Adaptée de: Gether 2000. 
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Figure 5. Disposition schématique des segments d ' une chaîne de récepteur lié à une 
protéine G. Adaptée de : Lodish et col. 1997. 
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Figure 6. Fixation du glucagon à son récepteur. La protéine Os relaie le signal 
hOlmonal vers l'adénylate cyclase. Gs passe de la forme passive, chargée de GDP, à la 
forme active, chargée de GTP. Une fois produit, l'AMP cyclique agit comme second 
messager à l'intérieur de l'hépatocyte de manière à activer des protéines kinases qui 
induisent les réponses au glucagon. Et/ou activation de la protéine Gq et hydrolyse du 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) par la phospholipase C. Cette réaction 
produit deux composés importants: le 1,2-diacylglycérol (DAO) et l'inositol 1,4,5 
trisphosphate (IP3). L 'IP3 diffuse vers la surtace du réticulum endoplasmique (RE), se 
lier à des tunnels à Ca2+ sensible à 1 'IP 3 provoquant l'ouverture du tunnel permettant 
aux ions Ca2+, qui régissent diverses réponses cellulaires, de passer du RE au cytosol. 
Adaptée de : Lodish et col. 1997 . 
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Tableau 1. Propriétés des protéines G liées à des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires. 

Sous-Classe* Go. Effet Protéine effectrice Second messager 
associée 

t Adénylate cyclase AMPc 

t Conducteur à Ca2+ Ca2+ 

.1- Conducteur à Na+ Variation du potentiel 
membranaire 

.1- Adénylate cyclase AMPc 

t Conducteur à K+ Variation du potentiel 
membranaire 

.1- Conducteur à Ca2+ Ca2+ 

t Phospholipase C IP3, DAG 
t Phospholipase C IP3,DAG 
-l- Conducteur à Ca2+ Ca2+ 
t Phosphodiestérase GMPc- GMPc 

dépendante 

*Go. peut se trouver associé à plusieurs protéines effectrices. Il n'y a à ce jour qu'une seule 
Go. principale d'identifiée, mais de nombreuses protéines Gqo.et Gio. ont été décrites. 
Code: t = stimulation; .1- = inhibition; IP3 = inositol 1,4,5- trisphosphate, DAG = 1,2-
diacylglycérol. 
Adapté de: Lodish et col. 1997. 
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4.1 Caractérisation des récepteurs du glucagon 

Trois techniques existent pour caractériser les récepteurs hépatiques du glucagon 

soient: les épreuves fonctionnelles de radioliaison (Frandsen et col. 1985), la quantification 

de l'ARN messager (Bustin 2000; Yamato et col. 1997; Nishimura et col. 1996) avec 

hybridation in situ, immunobuvardage de type Northern, et l'étude du gène par clonage et 

séquençage (Jelinek et col. 1993; Portois et col. 1999). L'étude du gène a permis de 

déterminer la structure (Unson et col. 1995; Chicchi et col. 1997; Cypess et col. 1999) et la 

séquence (Geiger et col. 2000) du récepteur hépatique du glucagon ainsi que d'établir une 

homologie de 83 % entre le gène du récepteur du glucagon chez l'Homme et chez le Rat 

(Jelinek et col. 1993; MacNeil et col. 1994). La quantification de l'ARN messager est 

utilisée afm de mesurer la capacité de transcription du gène en réaction à une substance 

chimique ou un ou plusieurs stimuli (Bustin 2000). Les épreuves fonctionnelles de 

radioliaison sont utilisées pour détecter, doser et caractériser les récepteurs du glucagon 

afm d'obtenir la densité (Bmax) et l'affmité (Ko). Elles constituent donc les premiers tests à 

effectuer lors de l'étude de la régulation d'un récepteur. Leur principe consiste à mesurer la 

capacité qu'a le glucagon radioactif de se fixer aux membranes plasmiques purifiées de foie 

contenant les récepteurs du glucagon (Lodish et col. 1997). 



La fixation du glucagon 

R + G 

est représentée par l'équation suivante : 

Ko = [R] [G] 
[RG] 
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RG 

dans lesquelles [R] et [G] représentent les concentrations respectives du récepteur libre et 

du glucagon (ligand) et [RG] la concentration du complexe R·G. 

La constante de dissociation du complexe R·G, c'est-à-dire le KD, est une mesure de 

l'affinité du récepteur envers son ligand. Ainsi, plus la valeur du Ko est faible, plus 

l'affinité du récepteur à l'endroit de son ligand est élevée. De plus, la valeur du Ko 

représente la concentration de glucagon nécessaire pour occuper la moitié des récepteurs 

présents. Dans la littérature, les renseignements disponibles concernant les propriétés des 

récepteurs chez les rats sains indiquent que l'affinité (KD) du récepteur pour le glucagon se 

situe entre 0,1 et 1,2 nM et le nombre maximal de récepteurs se situe entre 1,8 et 3,0 

pmol/mg de protéines (Desbuquois et Authier 1989; Lipson et col. 1988; Rojas et 

Birnhaumer 1985). 

4.2 Régulation du récepteur du glucagon 

Les mécanismes exacts impliqués dans les divers processus de régulation du 

récepteur du glucagon demeurent pour le moment non définis. Diverses études ont été 

réalisées dans le but d'identifier des régulateurs potentiels. Elles ont été menées à des 
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niveaux différents soit au niveau du gène (Portois et col. 1999; Svoboda et col. 1999), de 

l'expression de l'ARN messager (Abrahamsen et Nishimura 1995; Abrahamsen et col. 

1995; Burcelin et col. 1998; Krones et col. 1998) et de l'expression des récepteurs dans les 

préparations de membranes plasmiques de foie (Bhathena et col. 1978; Dighe et col. 1984) 

et/ou à la surface des hépatocytes isolés (Abrahamsen et col. 1995). Suite à ces études, 

quelques régulateurs ont été identifiés tels le glucose (Abrahams en et Nishimura 1995; 

Abrahamsen et col. 1995; Burcelin et col. 1998; Krones et col. 1998; Portois et col. 1999; 

Svoboda et col. 1999), l'AMP cyclique (Abrahamsen et Nishlmura 1995; Abrahamsen et 

col. 1995), le glucagon (Bhathena et col. 1978; Dighe et col. 1984) et l'oxygène (Krones et 

col. 1998). Les effets de ces différents régulateurs sur les récepteurs du glucagon sont 

décrits dans le tableau 2. 
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TABLEAU 2 

Effet des différents régulateurs identifiés sur les récepteurs du glucagon. 

Régulateurs Auteurs Type d'étude 
Effets sur les récepteurs 

du glucagon 
Abrahamsen et col. 1995 In vitro 

Burcelin et col. 1998 In vitro t dose-dépendante de 
t Glucose K.rones et col. 1998 In vitro l'ARNm 

Portois et col. 1999 In vitro 

.,!.. 50 % de l'ARNm 

tAMPc Abrahamsen et col. 1995 In vitro .,!.. 65 % du nombre de 
récepteurs/cellule 

.,!.. 42 % du nombre de 
récepteurs par cellule 
(rats diabétiques) 

Bhathena et col. 1978 In vivo 
.,!.. 34 % du nombre de 
récepteurs par cellule 
(injection de glucagon) 

t Glucagon t 250 % de l'ARNm du 

Burcelin et col. 1998 In vivo 
RG (rats diabétiques, 
après 19 jours sans 
insuline) 

.,!.. 40 % du nombre de 

Dighe et col. 1984 In vivo 
récepteurs par mg de 
protéines (rats 
diabétiques) 

t ARNm en présence 

t Oxygène K.rones et col. 1999 In vitro [02-périportale] (16 %) 
et non [02-
périvéneuse](8 %) 
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Ainsi, il a été démontré qu'une élévation de la concentration de glucose avait pour 

conséquence une augmentation dose-dépendante de l'expression de l'ARN messager du 

récepteur du glucagon (Abrahamsen et col. 1995; Burcelin et col. 1998; Krones et col. 

1998). Ces résultats ont été confirmés par la découverte par Portois et collaborateurs (1999) 

d'un élément de réponse au glucose dans le promoteur du gène du récepteur du glucagon. 

Parmi les autres régulateurs cités ci-dessus, il y a l'AMP cyclique ou toutes substances 

capables d'augmenter ou de diminuer la concentration d'AMP cyclique. Les études 

effectuées par Abrahamsen et collaborateurs (1995a et b) au niveau des récepteurs 

pancréatiques et hépatiques du glucagon montrent que lorsque les hépatocytes sont incubés 

en présence de forskolin (un activateur direct de l'adénylate cyclase) ou d'IBMX 

(inhibiteur de l'activité de la phosphodiestérase), l'expression de l'ARN messager diminue 

de 50 et 25 % respectivement. Le nombre de récepteurs exprimés à la surface des 

hépatocytes passe quant à lui de 1,0 x lOS/cellule à 3,5 x 104/cellule causant une diminution 

de 65 %. Ainsi donc, toute élévation de la concentration d'AMP cyclique abaisse à la fois 

l'expression de l' ARN messager du récepteur du glucagon et des récepteurs à la surface des 

hépatocytes. Un autre des régulateurs identifiés est l'oxygène. L'étude effectuée par 

Krones et collaborateurs (1999) montrent que lorsque des hépatocytes isolés sont incubés 

en présence à la fois d'une concentration croissante de glucose (5 à 50 mM) et d 'une 

concentration d'oxygène périportale (16 % 02) ou périvéneuse (8 % O2), l' augmentation de 

l' expression de l'ARN messager du récepteur du glucagon ne se produit qu'en présence 

d'une concentration artérielle d'oxygène (16 % O2). Ils ont donc conclu que l' induction du 

gène du récepteur du glucagon était Ordépendante. Le dernier des régulateurs identifiés 

n'est nul autre que le glucagon pancréatique. Ainsi, une augmentation de la concentration 



26 

de glucagon allant jusqu'à l'hyperglucagonémie a été associée à une diminution de 

l' expression des récepteurs hépatiques du glucagon à la surface des hépatocytes (Bathena et 

col. 1978) et dans les préparations de membranes plasmiques (Dighe et col. 1984). 

L'hyperglucagonémie a été induite par l' injection d'un bolus de glucagon deux fois par jour 

durant une période de sept jours ou par injection de streptozotocine afin de créer une 

condition pathologique de diabète de type 1. Dans les deux cas, l 'hyperglucagonémie a 

provoqué une diminution de 31 et 40 % respectivement du nombre de récepteurs du 

glucagon. À ce jour, aucune littérature n'est présentement disponible concernant l' impact 

de l' entraînement en endurance sur les récepteurs hépatiques du glucagon. 

4.3 Entraînement en endurance et régulation des récepteurs 

L'entraînement en endurance, autant chez l~s humains que chez les animaux, induit 

de multiples changements et ce, à plusieurs niveaux dans l'organisme (Duan et Winder 

1994, Duclos et col. 2001; Giada et col. 1998; Phillips et col. 1996 ; Richter et col. 1998 ; 

Wittert et col. 1996 ; Wilmore et col. 2001). En dépit de toutes ces études, peu de 

changements ont été identifiés au niveau des récepteurs (tableau 3). Un des exemples de 

changement au niveau des récepteurs par l ' entraînement en endurance est l' étude de 

Saborido et col. (1995) montrant une augmentation du nombre de récepteurs de la 

dihydropyridine dans les muscles à fibres lentes (t 42 %) et dans les fibres rapides (t 60 

%) sans changement d' affinité. Ce récepteur joue un rôle crucial comme déclencheur de la 

sortie du calcium du réticulum sarcoplasmique. L'augmentation du nombre de récepteurs 

de la dihydropéridine pourrait donc jouer un rôle important dans l'adaptation des muscles 
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squelettiques à accroître leur activité contractile. Un autre exemple est celui de l'étude de 

Werle et col. (1990) où le nombre de récepteurs bêtal et bêta2-adrénergiques diminue de 

13 % dans les muscles cardiaques suite à un entraînement en endurance sans toutefois 

modifier l'affinité. La stimulation des récepteurs bêta-adrénergiques cardiaques résulte en 

des effets chronotrope et inotrope. Ainsi, la diminution du nombre de ces récepteurs 

pourrait être un des mécanismes expliquant la diminution de fréquence cardiaque au repos 

retrouvée chez les athlètes. Ces études, ainsi que celles répertoriées dans le tableau 3, 

montrent que l' entraînement en endurance peut réguler positivement ou négativement un 

récepteur donné. Bien que peu d'études soient encore disponibles, il est clair que l'exercice 

chronique entraîne des modifications au niveau des propriétés de certains récepteurs de 

l'organisme. 
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TABLEAU 3 

Effet de l'entraînement en endurance sur différents récepteurs 

Auteurs Sujets Entraînement Récepteurs Tissus Résultats 

Tapis roulant, Fibre lente (soleus) : t 42% 

45 min à Dih~dropyridine Muscles Fibre rapide (extensor 
Saborido et col., 1995 Rats mâles Wistar 25 rn/min, (Ca +, réticulum digitorum longus) : t 60% 

5 j/sem, sarcoplasmique) 
durant 12 sem. Coeur Aucun changement 

Strüder et col., 1999 Hommes Ergocycle Serotonine-2A Plaquettes Aucun changement 

Nage, 

Rats mâles 
2h/j avec 1 % de 

-J, 13% de la densité Werle et col., 1990 
Sprague-Dawley 

leur poids, Bêta-adrénergique Coeur 
Aucun changement d'affinité 5j/sem, 

durant 6 sem, 

Nageurs Nageurs: .J... 39% p, t 25% a 
Bêta- adrénergique Lymphocytes 

Jost et col., 1989 Hommes Marathoniens Marathoniens: .J... 17% P 

Haltérophiles 
Alpha-

Plaquettes Haltérophiles: -J, 33% a adrénergique 
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TABLEAU 3 (SUITE) 

Auteurs Sujets Entraînement Récepteurs Tissus Résultats 

Type 1: t 19 % 

Buckenmeyer et col., Rats mâles 
Tapis roulant, 
1 h/j durant 18 Bêta-adrénergique Fibre musculaires Type lIA : t 25 % 1990 Sprague-Dawley 
sem. 

Type lIB: ~ 

Rats mâles 
Tapis roulant, Muscle t 27 o/ode la liaison 

Bonen et col., 1986 
Sprague-Dawley 

1 h/j, 4j/sem Insuline 
durant 6 sem. Foie Aucun changement 

Tapis roulant, Coeur t21 % 

Mazzeo et col., 1995 Rats Fisher 344 Ih/j, 5j/sem., Bêta-adrénergique 
durant 10 sem. Muscle (Soleus) Aucun changement 

Tapis roulant, 
Foie (membrane Kd : aucun changement 

Nieto et col., 1996 Rats mâles Wistar lh/j., 6j./sem, Bêta-adrénergique 
plasmiques) 

durant 12 sem. Bmax : aucun changement 

Qian et col., 1999 
Rats femelles Nage, 2h/j durant T fi' Érythroblaste t95% 
S:erague-Dawle~ 

12 rans emne sem. 

Rats Femelle 
Tapis roulant, 

Muscle (vastus Ko : aucun changement . 
Dohm et col. 1987 Sprgue-Dawley 

2h/j, 6 j/sem., Insuline 
intermedius) Bmax: t 55 % durant 4 sem. 
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5 Problématique 

Outre l'étude effectuée par Nieto et collaborateurs (1996), aucune donnée directe 

n'était disponible sur les effets de l'entraînement en endurance sur les récepteurs du 

glucagon. Ainsi, l'objectif de ce projet de maîtrise était de caractériser l'impact d'un 

entraînement en endurance sur les propriétés des récepteurs hépatiques au glucagon. 

Spécifiquement, nous voulions 1) mettre au point les techniques de purification des 

membranes plasmiques de foie et de radioliaison pour les récepteurs hépatiques du 

glucagon,. et 2) mesurer l'affinité CK!) et la densité (Bmax) des récepteurs hépatiques du 

glucagon suite à un programme d'entraînement en endurance à la nage chez des animaux 

sains. L'hypothèse de ce projet est que l'augmentation de la production hépatique de 

glucose chez les sujets entraînés (Drouin et col. 1998) à la suite d'une stimulation au 

glucagon pourrait provenir, entre autres, d'une augmentation du nombre et/ou de l'affinité 

des récepteurs du glucagon. 
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RÉSUMÉ EN FRANCAIS 

Les propriétés de liaison des récepteurs du glucagon ont été mesurées dans des 

membranes plasmiques isolées à partir de foie de rats mâles Sprague-Dawley sédentaires (n 

= 6) et entraînés en endurance à la nage (n = 7; 3 h/jour, 5 jours/semaine, pour une durée de 

8 semaines). Les membranes plasmiques hépatiques ont été purifiées par une système de 

partition par affinité en deux phases aqueuses et la cinétique de saturation a été obtenue en 

incubant les membranes plasmiques (10 J..lg de protéines/150 J..lI) en présence d'une 

concentration de [I125]_glucagon comprise entre 0,15 à 3,0 nM durant 30 minutes à 30 oC. 

L'analyse de la courbe de saturation indique qu'il n'y a aucune différence significative au 

niveau de l'affinité des récepteurs du glucagon (KD = 0,57 ± 0,06 et 0,77 ± 0,09 nM pour 

les groupes sédentaires et entraînés respectivement), cependant la densité des récepteurs est 

significativement supérieure dans le foie des rats entraînés que sédentaires (4,28 ± 0,19 

versus 3,09 ± 0,12 pmol/mg de protéines). Ces résultats suggèrent que l'augmentation de la 

sensibilité hépatique au glucagon chez les sujets entraînés (Drouin et Col. Am. J. Physiol. 

274 : E23-E28, 1998) pourrait être en partie due à une augmentation de la densité des 

récepteurs hépatiques du glucagon induite en réponse à l'entraînement. 
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ABSTRACT 

The binding properties of glucagon receptors were detennined in plasma membranes 

isolated from liver of untrained (n = 6) and swimming endurance trained Sprague-Dawley 

male rats (n = 7; 3 h/day, 5 days/week, for 8 weeks). Plasma membranes were purified 

from liver by aqueous two-phase affinity partitioning, and saturation kinetics were obtained 

by incubating plasma membranes (10 Ilg of proteins/150 Ill) with e2sI]-glucagon at 

concentrations ranging from 0.15 nM to 3.0 nM for 30 min at 30 oC. Saturating curve 

analysis indicated no difference in the affinity of glucagon receptors (Kd = 0.57 ± 0.06 and 

0.77 ± 0.09 nM in untrained and trained groups, respectively), but a significant higher 

glucagon receptor density in liver from untrained vs trained rats (3.09 ± 0.12 vs 4.28 ± 0.19 

pmol/mg of proteins). These results suggest that the reported increase in liver glucagon 

sensitivity in endurance trained subjects (Drouin et al. Am. J Physiol. 274: E23-E28, 1998) 

could be partly due to an increased glucagon receptor density in response to training. 

Key words: up-regulation, density, affinity, chronic exercise 



48 

Introduction 

Glucagon increases liver glucose production through specific membrane receptors (6, 13). 

Expression of glucagon receptor mRNA in hepatocytes could he modified in vitro by 

glucose (1 , 4,20,23), cAMP (1), and oxygen (14). Bhathena et al. (3), and Dighe et al. (9) 

have also shown, in vivo, a 40 % reduction in liver glucagon receptor density in diabetic 

rats, and this could he due to a higher plasma glucagon level (3). A reduction in liver 

glucagon receptor density in diabetes could exp Iain, in part, that under stimulation with 

glucagon, liver glucose production is significantly lower in type 1 diabetic patients than in 

healthy subjects (18). In contrast, Drouin et al. (10) have shown that under glucagon 

infusion, liver glucose production was higher in trained than in sedentary subjects. Similar 

observations have been made in liver from trained vs untrained rats, perfused in situ (0, Il, 

15). These differences in liver sensitivity to glucagon associated with training in both 

humans and rats could result, in part, from changes in glucagon receptor properties. The 

purpose of the present study Was' thus, to describe the effects of endurance training on liver 

glucagon receptor properties. Specifically, the density and affmity of glucagon receptors 

were detennined in plasma membranes isolated from liver of rats submitted to eight weeks 

of swimming endurance training. 
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METHODS 

Animais and training 

The experiment was conducted on 13 male Sprague Dawley rats (Anilab inc., Ste-Foy, 

Québec, Canada) randomly assigned to the untrained (n = 6) or trained group (n = 7). Body 

mass at the time of sacrifice were not significantly different in trained (418 ± 28 g) and 

untrained rats (433 ± 9 g). The animals were kept in individual cages, at 20 oC and 55 % 

relative humidity with a 12-h light/12-h dark cycle, in a facility that met the Canadian 

Council of Animal Care guidelines. They had access to a standard rat chow, and water ad 

libitum. The protocol was approved by the Animal Care Committee of the Université du 

Québec à Trois-Rivières. 

The rats were trained five days/week for eight weeks, in a 60 x 90-cm tank filled with 50-

cm ofwater at 37 oC. The duration of each training session, which took place between 8:00 

and Il :00 AM was progressively increased to reach three hours over the frrst two weeks. 

The animals assigned to the untrruned group were handled daily. 

Tissue sampling and plasma membrane purification 

The animais were anaesthetized (sodium pentobarbital, 50 mg /kg i.p.) at 8:00 AM 

following an overnight with free access to food and water, 48 h following the last bout of 

exercise for the trained group. Blood (3 ml) was collected on EDT A via the abdominal 
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vena cava. The liver and reclus femoris from the right leg were excised. The animals were, 

then, sacrificed by sectioning the aorta. Following centrifugation of the blood at 3,000 x g, 

the plasma was removed and stored along with the reclus femoris at -80 oC until analysis. 

Liver plasma membranes were prepared according to the procedure developed by Persson 

and Jergil (19). The liver was immediately chilled in ice-cold 0.25 M sucrose in 5 mM 

Tris-HCI at pH 8.0, cut into small pieces, and transferred to a Dounce homogenizer 

containing an aqueous two-phase system. This system was prepared to contain a fmal 

concentration of 5.7 % (w/w) Dextran T-500 (pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ), 5.7 

% (w/w) polyethylene glycol 3350 (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), 0.15 mM 

Tris-H2S04 at pH 7.8 and about 2.00 g of liver for a total weight of 15 g. The system was 

homogenized before being centrifuged at low speed (150 x g) during 5 min. The top phase 

was collected, and the bottom phase was re-extracted a second time after homogenization 

with an equal volume of fresh top phase. The combined top phases were added to a new 

bottom phase prepared by pre-equilibration of a 10-g two-phase system containing 6 % 

(w/w) Dextran T-500, and 6 % (w/w) polyethylene glycol 3350, in 20 mM Tris-H3B03 at 

pH 7.8. This system also contained 50 mg dextran-bound wheat-germ agglutinin (Sigma­

Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) for affinity partitioning. After homogenization, the 

phases were separated by centrifugation (150 x g for 5 min). The top phases were 

discarded, the bottom phase was re-extracted twice with fresh top phase, and the combined 

bottom phases were diluted lO-fold in 0.25 M sucrose and 0.1 M N-acetylglucosamine 

(Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) in 5 mM Tris-HCl at pH 8.0. The membranes 

were pelleted by ultracentrifugation for 60 min at 100,000 x g, and resuspended in 50 mM 
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HEPES buffer at pH 7.6. The entire purification procedure was perfonned at 4 oC. The 

recovery of plasma membrane, assessed by the membrane marker 5' nuc1eotidase (Sigma­

Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), averaged 63.5 ± 7.0 %. The protein content in pellets 

used for the binding assay was determined by the method of Bradford (Bio-Rad Protein 

Assay, Bio-Rad Laboratory, Mississauga, Ontario, Canada). 

Binding assay 

The receptor-binding assay used is a modification of the technique described by Frandsen 

and co-workers (12). Purified membranes (10 Ilg proteins/150 Ill), in triplicate, were 

incubated with [125I]_glucagon (NE~ Life Science Products, !nc. Boston, MA) at 

concentrations ranging from 0.15 to 3.00 nM in HEPES buffer (50 mM, pH 7.6) containing 

1 % human serum albumin (HSA) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). 

Incubations were carried out at 30 oC for 30 min in a total volume of 150 Ill. Aliquots of 

100 III were added to microfuge tubes containing 200 III of cold (4 OC) 2.5 % HSA in 

HEPES buffer (50 mM, pH 7.6). Free and membrane-bound e25I]-glucagon were separated 

by centrifugation at 10,000 x g for 5 min, and the supematant was discarded. The 

membrane pellet was washed once with cold 200 III HEPES buffer containing 2.5 % HSA, 

and the membrane-bound radioactivity was determined (Gamma counter, Wallac 1470 

Wizard, Wellesley, MA). The non-specifie binding was measured in presence of 3 x 10-6 

M glucagon (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). In the present study, based on 

preliminary experiments, an incubation time of 30 min with membrane protein 

concentration of 10 1lg/150 III was selected to ensure saturation kinetic sensitivity. The 
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maximal density (Bmax) and the apparent affinity (~) of glucagon receptors were obtained 

through reetangular hyperbolic regression of the specifie binding curve (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA). 

Analysis 

Plasma insulin (Medicorp, Montréal, Québec, Canada) and glucagon (Diagnostic Products 

Corporation, Los Angeles, Ca, USA) concentrations were measured by radioimmunoassays 

using commercially available kits. The activity of citrate synthase was determined in the 

rectus femoris, according to the method suggested by Srere (22). 

Statistics 

Data are presented as mean ± SEM. Comparisons were made using Student t-tests and 

significance was set at the P < 0.05 level. 
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RESULTS 

As shown in table l, citrate synthase activity in rectus femoris was significantly 27 % 

higher in trained than in untrained rats, while plasma insulin concentration was 

significantly 17 % lower. In contras!, no significant change was observed tor plasma 

glucagon concentration. 

The arnount of e2sI]-glucagon bound to purified liver plasma membranes plateaued with 

glucagon concentrations ranging between 1.5 and 3.0 nM in both groups. A significant 

larger binding was observed in trained rats (0.21 ± 0.2 vs 0.16 ± 0.2 nM in untrained rats) 

(Figure 1). Scatchard plot of saturation curves for plasma membranes purified from liver of 

trained and untrained rats are shown in figure 2. The affmity CK<!) of glucagon receptors for 

the ligand was similar in liver plasma membranes for both groups, but receptor density 

(Bmax) was higher in liver plasma membranes from trained than untrained rats (Figure 2 

and table 1). 
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DISCUSSION 

Drouin et al. (10) have shown that endurance training was associated with an increased 

liver glucose production in response to glucagon infusion in humans. In their study, 

sedentary and endurance-trained subjects were studied at rest. When endogenous insulin 

and glucagon secretions were suppressed by somatostatin, and replaced in order to achieve 

similar physiologie concentrations in both groups, liver glucose production was 53 % 

higher in trained vs untrained subjects (15.8 ± 2.8 vs 7.4 ± 1.6 mol. kg-
1 

• min-l, 

respectively). Preliminary data from our laboratory (11 , 15), as well as from Cheeks et al. 

(0), using in situ liver perfusion, indicate that glycogenolysis as weIl as gluconeogenesis 

upon glucagon stimulation are both significantly higher in liver from endurance-trained 

rats. 

Results from the present experiment are in line wÏth these observations in both animals and 

man, and suggest that the increased liver sensitivity to glucagon associated with training 

could he due, at least in part, to an increased glucagon receptor density in liver. Indeed, 

eight weeks of swimming endurance training in rats, increased by about 28 % the density of 

glucagon receptors measured using a radiolabeled binding assay in plasma membranes 

from the liver, with no change in the affinity of the receptors. The density and affinity of 

glucagon receptors measured in purified liver plasma membranes from untrained rats (3.09 

± 0.12 pmol/mg of proteins and 0.57 ± 0.06 nM, respectively) were within the range of 
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values previously reported: 1.8 to 3 pmol/mg of proteins, and 0.1 to 1.2 nM, respectively 

(8, 16,21). In purified liver plasma membranes from trained rats, the affinity of glucagon 

receptors was in the same range (0.77 ± 0.09 nM), but their density was much higher (4.28 

± 0.19 pmol/mg ofproteins). 

The only direct evidences of changes in properties of liver glucagon receptors, is a 

reduction in density reported in streptozotocin-induced diabetes in rats (-40 % over five 

days) (3, 9) and in healthy rats following acute (-20 % within 5-60 min following a single 

bolus) (2) or chronic glucagon administration (-33 % over seven days) (3). The reduction in 

liver glucagon receptor density in diabetes, could be responsible for the lower glucagon 

sensitivity shown by 0rskov et al. (18) in type 1 diabetic subjects, and could explained, in 

part, the defective counter-regulatory mechanisms to hypoglycemia observed in diabetic 

patients (7, 18,24). As for the effect of exercise, the only indirect evidence suggesting that 

exercise training could increase glucagon receptor density and/or affinity in the liver, is a 

study by Nieto and co-workers (17). In this experiment, the increase in adenyl cyclase 

activity over a wide range of glucagon concentrations was higher in purified liver plasma 

membranes from endurance trained than from untrained rats. 

Results from the present experiment extend the observations by Authier et al. (2), Bhathena 

et al. (3), and Dighe et al. (9), and indicate that in addition to streptozotocin-induced 

diabetes, and glucagon administration, training also modifies the binding characteristics of 

liver glucagon receptors. However, the mechanisms by which the density of glucagon 

receptors in the liver could be modified in various situations, remain poorly understood. 
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The expression of glucagon receptor rnRNA, in vitro, has been shown to increase when 

oxygen (14) and glucose concentrations (1, 4, 20, 23) increase and decreases when cAMP 

concentration increases (1). Data from Authier et al. (2), and Bhathena et al. (3) also 

indicate that glucagon can downregulate the density of its receptors, both quickly (5-60 

minutes following a single bolus) and chronically (24 hours after seven days of b.i.d. 

glucagon injection). These and others factors could he modified following chronic regular 

swimming exercise. 1t remains, however, difficult, at the present time, to speculate on the 

mechanisms by which eight weeks of swimming endurance training increased the density 

of liver glucagon receptors in rats. 
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Figure legends: 

Figure 1: Saturation curves with increasing concentrations of [125I]-glucagon for purified 

plasma membranes from untrained (n = 6) and trained (n = 7) rat liver (mean ± SE). 

Figure 2: Scatchard plot of the binding of e25I]-glucagon to purified plasma membranes 

from untrained (n = 6) and trained (n = 7) rat liver (mean ± SE). 
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Table 1. Citrate synthase activity, plasma insulin and glucagon concentrations, and 

properties ofliver glucagon receptors from untrained (n = 6) and trained (n = 7) animais. 

Untrained Trained 

CS activity in rectusfemoris 
20.7 ±2.5 27.9 ± 1.6 * 

(!lmol • min' l • g'l) 

Plasma insulin 
326.9 ± 13.0 271.4 ± 24.0 * 

(pmollL) 

Plasma gIucagon 
33.5 ± 2.7 30.6 ± 1.2 

(nmollL) 

Bmax 
3.09 ± 0.12 4.28 ± 0.19 * 

(pmol/mg of proteins) 

KD 
0.57 ± 0.06 0.77± 0.09 

(nM) 

VaIues are means ± SE. * Significantly different from untrained rats (P < 0.05). 
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Figure 1 
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Figure 2: 
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Tableau 4. Activité de la citrate synthétase, concentration plasmatique d'insuline et de 

glucagon, et propriétés des récepteurs hépatiques du glucagon des animaux sédentaires (n = 

6) et entraînés (n = 7). 

Sédentaire Entraîné 

CS activité dans le rectus 

femoris 20,7 ± 2,5 27,9 ± 1,6 * 

(/lmol • min-l • g-l) 

Insuline plasmatique 
326,9 ± 13,0 271,4 ± 24,0 * 

(pmollL) 

Glucagon plasmatique 
33,5 ± 2,7 30,6 ± 1,2 

(nmollL) 

Bmax 
3,09 ± 0,12 4,28 ± 0,19 * 

(pmol/mg de protéines) 

KD 
0,57 ± 0,06 0.,7 ± 0,09 

(nM) 

Les valeurs sont les moyennes ± l ' erreur standard de la moyenne. * Significativement 

différent des rats sédentaires (P < 0.05). 
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Figure 7. Courbe de saturation des récepteurs hépatiques du glucagon. Incubation des 

membranes plasmiques purifiées des rats sédentaires (untrained) (n = 6) et entraînés 

(trained) (n = 7) en présence d 'une concentration croissante de [1 25I]_glucagon (moyenne ± 

erreur standard de la moyenne). 
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Figure 8 : Représentation graphique de type Scatchard de la liaison du [125I]-glucagon au 

membranes plasmiques purifiées des foies de rats sédentaires (untrained) (n = 6) et 

entraînés (trained) (n = 7) (moyenne ± erreur standard de la moyenne). 
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CHAPITRE 3 

DISCUSSION 

Les objectifs principaux de ce projet de maîtrise consistaient à la mise au point des 

techniques nécessaires aux mesures d' affinité et de densité des récepteurs afin de 

détenniner l'impact d'un entraînement à la nage d'une durée de huit (8) semaines sur les 

propriétés des récepteurs hépatiques du glucagon. 

Le présent travail de maîtrise a été concrétisé par la publication des résultats des 

mesures des propriétés des récepteurs du glucagon (chapitre 2) et a nécessité, dans un 

premier temps, la mise au point des techniques inhérentes à sa la réalisation. Les résultats 

de l'application des deux techniques : purification des membranes plasmiques de foie par 

partition par affinité et radioliaison des récepteurs hépatiques du glucagon, se retrouvent 

dans cette section. ils y ont été placés du fait qu' ils n'apparaissent pas dans l'article publié 

et compte tenu du temps accordé pendant ma formation et de leur importance à 

l'accomplissement du présent travail. 

3.1 Techniques employées 

Les membranes plasmiques hépatiques de rats contenant les récepteurs du glucagon 

ont été purifiées par la technique de purification en deux phases aqueuses avec partition par 
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affinité (Pers son et Jergil 1992). La récupération des membranes plasmiques au cours de la 

procédure de purification a été assurée par le dosage d'un marqueur enzymatique, la 5' ­

nucléotidase à une valeur de 63,5 ± 7,0 %. La technique de radioliaison du glucagon aux 

récepteurs contenus dans les membranes plasmiques a été adaptée de Frandsen et col. 

(1985). Afm de s'assurer de la validité de l'épreuve de radioliaison, trois critères ont dû 

être respectés: temps d' incubation approprié, quantité de membranes plasmiques 

nécessaires à la certification de la sensibilité de détection et saturabilité des récepteurs 

hépatiques du glucagon. Le temps d' incubation a été déterminé lorsque la saturation du 

récepteur a été atteinte en présence de la plus faible concentration de glucagon utilisée 

(tableau 5). Cette étape est essentielle, car plus la concentration de ligand est faible, plus le 

temps d' incubation nécessaire pour obtenir un état d ' équilibre est long (Limbird et 

Motulsky 1998). L'état d'équilibre se réfère à la stabilité du rapport entre la quantité de 

glucagon radioactif lié et non-lié et correspond à la saturation du récepteur (Limbird et 

Motulsky 1998). Suite à la détermination du temps d'incubation, une épreuve de 

radioliaison a été effectuée en présence d'une concentration croissante de membranes 

plasmiques de foie. La concentration de protéines choisie était comprise dans la pente de la 

courbe de saturation et tenait compte de la quantité de matériel biologique disponible 

(figure 9 et Tableau 6). Ceci permettait de s'assurer de la détection d'une variation positive 

ou négative de la liaison du glucagon à son récepteur. De plus, les courbes de saturation de 

la figure 7 (chapitre 2) montrent que les récepteurs hépatiques du glucagon sont saturables. 

Cette saturation est non modifiée par l ' entraînement en endurance (chapitre 2, figure 7). 

Dans les deux cas, la saturation se produit lorsque la concentration de glucagon radioactif 

se situe entre 1,5 et 3,0 nM. 
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Figure 9. Épreuve fonctionnelle de liaison du 112S_glucagon [0,15 nM] en fonction de la 

concentration de protéines de membranes plasmiques hépatiques. 
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Tableau 5. Épreuve fonctionnelle de liaison du Il25_glucagon (0,15 nM) avec des 

membranes plasmiques hépatiques en fonction du temps d'incubation. 

Temps d'incubation (min.) % Lié 

5 60 

10 72 

15 78 

20 96 

~ 30 100 

Tableau 6. Épreuve fonctionnelle de liaison du I125_glucagon (0,15 nM) en fonction de la 

concentration en Jlg de protéines de membranes plasmiques hépatiques. 

[protéines] p.g % Lié 

5 16 

~ 10 36 

15 65 

20 75 

25 83 
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3.2 Résultats 

Les résultats obtenus lors de la présente étude démontrent que huit (8) semaines 

d'entraînement en endurance accroissent de 28 % la densité des récepteurs hépatiques du 

glucagon sans toutefois altérer son affinité. 

L'analyse graphique (GraphPad) a révélé la présence d'un seul site de liaison de 

haute affinité dans chacun des groupes d'animaux. Pour les animaux sédentaires, les 

données de densité (3,09 ± 0,12 pmollmg de protéines) et d'affinité (0,57 ± 0,06 nM) des 

récepteurs hépatiques du glucagon que nous avons obtenues en utilisant les épreuves 

fonctionnelles de radio liaisons sont conformes à la littérature (Desbuquois et Authier 1989; 

Lipson et col. 1988; Rojas et Birnhaumer 1985). Ainsi, les valeurs de densité et d'affinité 

retrouvées dans la littérature sont respectivement comprises entre 1,8 à 3,0 pmol/mg de 

protéines et D,là 1,2 nM, et englobent donc les valeurs de nos rats sédentaires. De plus, la 

valeur d'affinité de notre groupe entraîné (0,77 ± 0,09 nM) se retrouve comprise dans ces 

mêmes valeurs. Seule la valeur de la densité (4,28 ± 0,19 pmol/mg de protéines) des 

récepteurs hépatiques du glucagon est significativement supérieure aux valeurs des 

animaux contrôles. 

3.3 Études antérieures 

La régulation du nombre de récepteurs exprimés à la surface des membranes 

plasmiques des cellules est un mécanisme par lequel la sensibilité à une hormone peut-être 
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contrôlée (Abrahamsen et col. 1995). Récemment, une augmentation de la sensibilité 

hépatique au glucagon a été associé à l' entraînement en endurance (Drouin et col. 1998). 

De ce fait, il a été démontré par Drouin et collaborateurs (1998) que l' entraînement en 

endurance augmentait la production hépatique de glucose en réponse à une même 

stimulation, au repos, par infusion de glucagon chez 1 'Homme. Les résultats mesurés par 

traçage isotopique ont révélés une production hépatique de glucose de 53 % supérieure 

chez les sujets entraînés comparativement aux sujets sédentaires (15,8 ± 2,8 versus 7,4 ± 

1,6 mol-kg-1-min- l
, respectivement). De plus, des données obtenues par notre laboratoire 

(Drouin et col. 2000; Lavoie et col. 2000) ainsi que par Cheeks et collaborateurs (1996) lors 

de perfusion de foie in situ montrent que la production hépatique de glucose est 

significativement plus élevée lors d'une stimulation par le glucagon chez les rats entraînés 

comparativement aux rats sédentaires. Par conséquent, les résultats obtenus dans la présente 
. 

étude s'avèrent en relation directe avec les études effectuées chez l'Homme (Drouin et col. 

1998) et chez l'animal (Cheeks et col. 1996; Drouin et col. 2000; Lavoie et col. 2000) et 

suggèrent qu'une augmentation de la sensibilité du foie au glucagon induite par 

l'entraînement en endurance puisse être due, du moins en partie, à une augmentation de la 

densité des récepteurs hépatiques du glucagon. 

3.4 Régulateurs potentiels 

Depuis quelques années, les chercheurs commencent à peine à réaliser l'importance 

du rôle du glucagon à l'exercice (Wasserman et col. 1984, 1988, 1989; Lavoie et col. 

1997). Il est donc prématuré, à ce stade-ci, de pouvoir expliquer la régulation des 
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récepteurs hépatiques du glucagon par l' entraînement en endurance. De plus, il n'existe 

aucune information dans la littérature actuelle concernant les effets de l'exercice à court ou 

à long terme sur les propriétés des récepteurs hépatiques du glucagon. Par conséquence, la 

présente étude est la première à caractériser l ' impact de l'exercice à long terme sur les 

récepteurs hépatiques du glucagon. La seule évidence indirecte suggérant que 

l'entraînement puisse augmenter la densité et/ou l' affinité des récepteurs du glucagon au 

niveau du foie est l'étude effectuée par Nieto et ses collaborateurs (1996). Dans cette 

étude, l' augmentation de l' activité de l' adénylate cyclase dans des préparations de 

membranes plasmiques de foie lors d'une incubation en présence d 'une concentration de 

glucagon de 10.8 à 10.5 M était significativement supérieure chez les rats entraînés en 

endurance comparativement aux rats sédentaires. Cette augmentation de l' activité de 

l' adénylate cyc1ase dans le foie pourrait être expliquée par l' augmentation de la densité des 

récepteurs hépatiques du glucagon observée dans la présente étude. 

Dans la littérature, peu d'études ont démontré que les récepteurs du glucagon 

subissaient une régulation négative tel qu' illustré dans le tableau 2 (chapitre 1) (Bhathena et 

col. 1978; Digue et col. 1984). Une réduction de 40 % des récepteurs du glucagon a été 

démontrée chez des rats dont le diabète de type 1 avait été induit par l'injection de 

streptozotocine. La réduction de la densité des récepteurs dans le foie pourrait être 

responsable de la baisse de la sensibilité au glucagon démontrée par 0rskov et 

collaborateurs (1991) chez les sujets atteints de diabète de type 1. Ces résultats 

fragmentaires pourraient expliquer, du moins en partie, les mécanismes défectueux de 
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contre-régulation à l'hypoglycémie observés chez les patients diabétiques (eryer 1999; 

Nonogaki 2000; Vranic et col. 1991). 

Les données provenants des travaux d'Abrahamsen et col. (1995), Burcelin et col. 

(1998) et Krones et col. (1998) indiquent que le glucose, l'AMP cyclique ainsi que 

l'oxygène modifient l'expression de l' ARN messager du récepteur du glucagon in vitro. 

Puisque ces études ont été effectuées in vitro et que les régulateurs identifiés n'ont pas été 

étudiés in vivo en relation avec l'entraînement en endurance ni avec les propriétés des 

récepteurs du glucagon, il est prématuré d'émettre une hypothèse concernant leurs 

implications dans les mécanismes régulateurs de ce récepteur. Néanmoins, si l'effet du 

glucose qui a été décrit dans l'étude de Burcelin et collaborateurs (1998) est considéré 

comme régulateur potentiel, une variation du flux de glucose bien plus qu'une 

augmentation du glucose sanguin pourrait s'avérer responsable d'une régulation positive du 

récepteur du glucagon. De plus, nous savons, grâce à l'étude de Portois et ses 

collaborateurs (1999) et Svoboda et collaborateurs (1999), que le gène du récepteur du 

glucagon possède un élément réponse au glucose dans son promoteur. Ainsi, en s'appuyant 

sur les résultats des études de Burcelin et col. (1998) et Portois et col. (1999), les trioses 

phosphate intermédiaires (Dihydroxyacétone phosphate, glyceraldéhyde 3-phosphate, 1,3 

bisphosphoglycérate, 3-phosphoglycérate, 2-phosphoglycérate, phosphoénolpyruvate) du 

métabolisme du glucose pourraient être impliqués dans la régulation de l'expression de 

l'ARN messager du récepteur hépatique du glucagon. Encore aujourd'hui, l'effet de 

l'exercice sur les trioses phosphate demeure à élucider. En ce qui concerne l'entraînement 

en endurance, il est bien connu qu'il provoque une augmentation de la production hépatique 
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de glucose lorsque stimulée à l'exercice ou par le glucagon comparativement aux sujets 

sédentaires (Brooks et col. 1983; Coggan et col. 1995; Drouin et col. 1998). Il est donc 

possible d'envisager que le glucose et/ou des métabolites intermédiaires de la 

néoglucogenèse et/ou de la glycogénolyse puissent être des régulateurs importants 

impliqués dans la traduction de l'effet de l'entraînement en endurance sur les récepteurs du 

glucagon. 

Pour ce qui concerne les études effectuées in vivo, les résultats présentés par 

Bhathena et ses collègues (1978) suggèrent que la réduction de la densité des récepteurs 

hépatiques du glucagon chez les rats diabétiques puisse être causée par une augmentation 

de la concentration plasmatique de glucagon (+62 % chez les rats diabétiques 

comparativement aux rats contrôles). De plus, lorsque du glucagon est injecté chez des rats 

sains, deux fois par jour, durant une période de sept jours, une réduction significative de 

33 % de la densité des récepteurs du glucagon est observée. Toujours en ce qui concerne 

les injections de glucagon, Authier et collaborateurs (1992) ont obtenu une réduction 

significative de la densité des récepteurs hépatiques du glucagon de l ' ordre de 20 % durant 

les 5 à 60 premières minutes suivant une injection unique de 6 mmol/200 g de poids. Les 

mécanismes impliqués dans les phénomènes d'adaptation lors de l'entraînement en 

endurance et qui résultent en un accroissement du nombre des récepteurs du glucagon 

pourraient être causés par une plus faible concentration de glucagon. Ainsi, même si la 

diminution de la concentration de glucagon (- 8,1 %) rapportée dans la présente étude n'est 

pas statistiquement significative, une implication physiologique ne peut pas, pour l' instant, 

être mise de côté. Ce mécanisme et/ou d' autres mécanismes pourraient être impliqués dans 
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l'accroissement de la densité des récepteurs hépatiques observés dans les préparations 

purifiées de membranes plasmiques de foie provenant des rats entraînés en endurance. 

Cependant, les mécanismes exacts restent encore à être identifiés. 

3.5 Perspectives de recherche 

Suite à la caractérisation de l'impact d 'un entraînement en endurance sur les 

propriétés des récepteurs hépatiques du glucagon, les perspectives de recherche se divisent 

en cinq voies principales. La première consistera à identifier les mécanismes responsables 

de la régulation positive des récepteurs hépatiques du glucagon induite par l'entraînement 

en endurance. Une des pistes résidera donc à l'identification des intermédiaires communs à 

la néoglucogenèse/glycolyse impliqués dans le métabolisme du glucose. La deuxième voie 

permettra de déterminer, à l'aide de l' immunobuvardage de type Western, si 

l' augmentation de la densité du récepteur hépatique du glucagon est la résultante d 'une 

translocation ou d'une augmentation de la quantité de protéine. La troisième voie apportera 

des informations, en utilisant la technique d' immunobuvardage de type Northern, quant à 

l' impact de l'entraînement en endurance sur l' expression du gène codant pour le récepteur 

du glucagon. La quatrième voie consistera à déterminer les effets d' un exercice aigu sur les 

récepteurs hépatiques du glucagon. La cinquième voie résidera à la détermination de 

l'impact d'un entraînement en endurance sur les récepteurs hépatiques du glucagon de rats 

atteint d'un diabète de type 1. Comme il a été fait mention dans la section 3.4 du présent 

chapitre, il a été observé chez des patients atteints d 'un diabète de type 1, une diminution au 

fil des ans de la sensibilité hépatique au glucagon (0rskov et col. 1991) à laquelle s' ajoute 
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d'autres mécanismes défectueux de contre-régulation à l'hypoglycémie (eryer 1999; 

Nonogaki et col. 2000; Vranic et col. 1991). Si la diminution, dans le diabète de type 1, du 

nombre de récepteurs hépatiques du glucagon peut être une des causes de la réduction de la 

sensibilité hépatique au glucagon, est-il possible que l'entraînement en endurance puisse 

restaurer la perte de sensibilité hépatique au glucagon par l'augmentation des récepteurs ? 

Par conséquent, les résultats obtenus lors de la présente étude laissent entrevoir des 

perspectives intéressantes qui sont déjà à l'étude à notre laboratoire. 
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3.6 Conclusion 

L'entraînement en endurance, chez les animaux sains, augmente significativement 

de 28% la densité des récepteurs hépatiques du glucagon, sans toutefois modifier l ' affinité. 

Ces résultats indiquent que l'augmentation de la sensibilité hépatique au glucagon induite 

par l'entraînement en endurance peut s 'expliquer, en partie, par des modifications de la 

densité des récepteurs du glucagon. 
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