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Etude par spectroscopie RMN
in vivo du transport du glucose
dans le muscle humain

lors que sa fonction premiére
Aapparait plus mécanique que

métabolique, le muscle squelet-
tique joue un role capital, de méme
que le foie et le pancréas, dans
I’homéostasie du glucose. En particu-
lier, apres un repas riche en hydrates
de carbone, I'insuline produite par le
pancréas permet une entrée massive
du glucose depuis le secteur plasma-
tique, puis interstitiel, vers les cellules
musculaires (figure1). La premiére
étape de ce captage est assurée par un
systtme de diffusion membranaire
facilitée: deux types de protéines,
appelées GLUT-1 et GLUT+4, sont en

charge de ce transport. Cependant,
seul le second type est réglé par
I'insuline. Lors d’une stimulation par
I'insuline, le nombre de transporteurs
GLUT-4 augmente dans la membrane
plasmique des myocytes, par un méca-
nisme de translocation a partir d’'un
compartiment endosomique, pour
permettre au muscle squelettique de
devenir le principal site de consom-
mation du glucose dans I'organisme.
Le métabolisme intracellulaire du glu-
cose, aprés phosphorylation par
I’hexokinase, est divisé en deux voies
(figure I). La voie glycolytique puis
oxydative sert a la production d’ATP,

Glucose plasmatique

Glucose interstitiel

. GLUT-4

lucose

Hexokinase Il

*_intracellulaire -

» Glucose-6-phosphate

................ - /,/,\\\
J \\ Glycogene
Cycle % \Syn thase
ATP de <+—— Pyruvate \
Krebs Pyruvate <
déshydrogénase Glycogéne

Figure 1. Représentation schématique du métabolisme musculaire du glu-
cose en hyperinsulinémie. Le métabolisme intracellulaire du glucose, apres
phosphorylation par I’hexokinase, est divisé en deux voies: la voie glycoly-
tique puis oxydative sert a la production d’ATP, principale source d’énergie
biochimique. La seconde voie, prédominante lors d’une stimulation par
I'insuline, aboutit a la synthése de glycogéene. Les principales étapes enzy-
matiques potentiellement impliquées dans le contréle métabolique du flux
de glucose apparaissent en italiques.
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principale source d’énergie biochi-
mique. La seconde voie, prédomi-
nante lors d’une stimulation par
I'insuline, aboutit a la synthese de gly-
cogene. Ce polymere de glucose est
une forme de stockage intracellulaire
rapidement mobilisable. De nom-
breuses enzymes intervenant dans ce
métabolisme intracellulaire (hexoki-
nase, pyruvate déshydrogénase, glyco-
géne synthase) sont susceptibles
d’étre impliquées dans le controle du
flux métabolique du glucose.

Le muscle : un organe-clé
dans la régulation de la glycémie

Le role-clé du muscle dans la régula-
tion de la glycémie est évident dans
les diabétes non insulinodépendants
(DNID). Cette famille de diabétes se
caractérise par un syndrome hyper-
glycémique lié a une diminution de
I’efficacité de I’action de l'insuline
(état appelé insulinorésistance), a la
fois aux niveaux hépatique et muscu-
laire. Ainsi, alors qu’il subsiste une
production normale, voire augmen-
tée d’insuline, le foie et le muscle
sont incapables d’assimiler efficace-
ment la charge de glucose consécu-
tive a un repas. Cette insulinorésis-
tance centrale et périphérique
explique en grande partie les glycé-
mies postprandiales tres élevées
observées dans ces maladies.

La caractérisation détaillée des méca-
nismes cellulaires responsables de
I'insulinorésistance musculaire dans
les DNID, ou dans d’autres affections
(obésité, infections, cirrhose hépa-
tique), est encore incompléte a ce
jour et nécessite d’abord une
meilleure connaissance de la régula-
tion normale de I'utilisation du glu-

cose par le muscle. En effet, bien m—m
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qu’il existe un consensus général
pour attribuer a I’étape de transport
membranaire 1’exclusivité du
contrdle du flux métabolique du glu-
cose dans des conditions basales
(celles du sujet a jeun, c’est-a-dire en
euglycémie et avec une insulinémie
faible), le controle de ce flux reste
tres discuté en hyperglycémie-hyper-
insulinémie, situation survenant phy-
siologiquement aprés un repas.

La théorie du contréle du flux:
un cadre d’analyse rigoureux

La définition de I'importance relative
des étapes enzymatiques successives
d’une voie métabolique dans le
controdle du flux a longtemps souffert
d’un flou conceptuel. Dans les livres
de cours et les articles scientifiques
actuels figurent encore des expres-
sions telles que « étape limitante de la
voie de synthése du glycogéne », dont
la signification exacte est le plus sou-
vent difficile & cerner. Or, dés 1973,
Kacser et Burns en Grande-Bretagne
ont jeté les fondements de la théorie
du controle du flux [1]. Ce cadre
conceptuel rigoureux permet
d’exprimer quantitativement les
contributions relatives des différentes
étapes enzymatiques au contrdle du
flux d’une voie métabolique. Ainsi,
chaque enzyme Ei se voit attribuer
un coefficient de controle C* défini
comme la variation relative du flux F
pour une variation relative isolée de
la quantité d’enzyme :
CF = (0F/F)/ (OEi/Ei) (1)

Par construction, la somme des coef-
ficients de contrdle pour toutes les
étapes d’une voie métabolique est
égale a 1. L’importance relative des
différentes étapes est ainsi quanti-
fiable. Le contréle du flux peut étre
distribué sur plusieurs étapes (par
exemple cinq étapes successives avec
des coefficients de controle de 0,2),
ou au contraire une seule étape peut
avoir un coefficient de controle tres
proche de 1, les autres ayant des
coefficients proches de 0. C’est dans
cette situation extréme, qui n’est pas
la reégle générale, que I'on rejoint la
notion d’étape limitante. Sur le plan
de la physiopathologie, il est impor-
tant de souligner qu'une étape a fort
coefficient de controle pourra, si elle
est altérée, avoir d’importantes réper-

cussions pathologiques. A I'inverse,
I’altération d’une étape a faible
coefficient de contrdle n’aura que
peu de répercussions sur le flux. Ce
mécanisme pourrait expliquer en
partie que certaines altérations
génétiques d’'une protéine aient des
conséquences phénotypiques plus ou
moins redoutables selon la force du
controle qu’elle exerce dans une voie
métabolique.

En pratique, il est quasiment impos-
sible de réaliser une expérience
mesurant directement C* dans des
organismes complexes, car il est diffi-
cile de manipuler isolément la quan-
tité d’'une enzyme. Le formalisme
rigoureux de la théorie du contréle
du flux peut cependant étre utilisé,
méme chez ’homme, a condition de
concevoir plusieurs expériences com-
plémentaires pertinentes permettant
un calcul indirect de CF. Cette
approche a été appliquée en particu-
lier au métabolisme musculaire du
glucose, d’abord par le groupe de
R.G. Shulman a Université de Yale
(CT, USA) [2], puis par le groupe du
SHF] a Orsay [3]. Ces études, qui
reposent sur des mesures tissulaires

effectuées par spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire
(SRMN), ont cherché a déterminer
si, dans les conditions de captage
rapide de glucose par le muscle
(hyperglycémie-hyperinsulinémie),
une étape particuliere du métabo-
lisme du glucose assure une part pré-
pondérante du contréle du flux,
comme c’est le cas pour le transport
transmembranaire en conditions
basales.

La SRMN in vivo : une technique
de dosage in sifu non invasive

La SRMN permet de mesurer par
détection externe la concentration
de certaines molécules dans les tissus
d’un organisme vivant [4]. Cette
technique d’analyse biochimique in
situ partage les mémes bases théo-
riques et instrumentales que I'image-
rie par résonance magnétique
(IRM). Le signal détecté provient de
certains noyaux atomiques possédant
une aimantation intrinseéque: le pro-
ton, utilisé pour I'IRM convention-
nelle, mais aussi le phosphore 31
(*'P) et le carbone 13 (**C). Ce signal

PCr

PDE

ATP

Pi

10 5 0

ppm

Figure 2. Spectre RMN du °'P obtenu sur la jambe d’un volontaire sain au
cours d’un clamp hyperinsulinémique dans un aimant a 3 Tesla. Les méta-
bolites phosphorés les plus abondants sont la phosphocréatine (PCr), I'ATP
(comprenant trois résonances), le phosphate inorganique (Pi) et les phospho-
diesters (PDE). En outre, dans la région des phospho-monoesters (PME), la
résonance peu intense du glucose-6-phosphate (G6P) est détectée a 7,1 ppm
(partie par million, échelle conventionnelle de fréquence en RMN).
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Figure 3. Schéma du dispositif expérimental utilisé pour réaliser une étude de
spectroscopie RMN in vivo chez ’'homme combinée a un clamp glycémique-
insulinémique. L’insulinémie est imposée par une perfusion d’insuline exo-
géne (la production endogéne étant inhibée par la perfusion de somatosta-
tine) et la glycémie est maintenue a un niveau choisi a I'aide d’une perfusion
variable de glucose. En perfusant au sujet du glucose marqué au *C en posi-
tion 1 ([1-"*Clglucose), il est, en outre, possible de suivre la synthese de gly-
cogéne. La mesure par SRMN du glycogéne musculaire se révele plus précise
que la technique biopsique combinée a I'analyse biochimique classique.

n’est observé que si le volume d’inté-
rét est placé dans un fort champ
magnétique statique pour polariser
I’aimantation nucléaire. Plus ce
champ magnétique est élevé (au
moins 30000 fois le champ terrestre
pour la SRMN chez ’homme) plus le
signal détecté est intense. La SRMN
observe une espéce nucléaire a la
fois. L’information est obtenue sous
forme d’un spectre dont chaque raie
correspond a un environnement
moléculaire particulier (figure2).
L’intensité de chaque raie permet de
déterminer la concentration des
molécules qui lui correspondent.

La SRMN in vivo a été appliquée a
I'exploration du métabolisme muscu-
laire du glucose chez '’homme tout
d’abord pour mesurer la concentra-
tion et la vitesse de synthese du gly-
cogeéne, en observant le *C. Cet iso-
tope stable ne représente que 1,1 %
des atomes de carbone en abon-
dance naturelle. Malgré cela, la
mesure par SRMN du glycogene mus-
culaire se révele plus précise que la
technique biopsique combinée a
I’analyse biochimique classique [5].
En perfusant au sujet du glucose
marqué au '*C en position 1
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([1-*C]glucose), il est, en outre, pos-
sible de suivre la synthese de glyco-
géne au cours d’une épreuve de
clamp glycémique-insulinémique
(figure 3). La technique du clamp gly-
cémique-insulinémique est couram-
ment utilisée, en particulier en diabé-
tologie, pour évaluer la sensibilité a
Iinsuline d’un sujet: I'insulinémie
est imposée par une perfusion
d’insuline exogéne (la production
endogéne étant inhibée par la perfu-
sion de somatostatine) et la glycémie
est maintenue a un niveau choisi a
I’aide d’une perfusion variable de
glucose.

Cette approche expérimentale a per-
mis de démontrer qu’en hyperglycé-
mie (= 10mM) - hyperinsulinémie
(= 400 pM), prés de 90 % du glucose
capté par le muscle est utilisé pour la
synthese de glycogene [6]. Dans ces
conditions, la question du controle
du flux du glucose dans le muscle
peut donc se ramener a celle du
controle de la synthese de glycogene.
En raison de sa position centrale
dans la voie métabolique de I'utilisa-
tion du glucose (figure 1), le glucose-6-
phosphate (G6P) peut également
fournir de précieux renseignements.

Or, ce métabolite phosphoré peut
également étre observé par SRMN du
3P [7, 8]. Les variations de vitesse de
synthése du glycogeéne et de concen-
tration du G6P en fonction de la gly-
cémie ont ainsi permis d’affirmer
qu’en hyperglycémie-hyperinsuliné-
mie modérée, le controle du flux du
glucose dans le muscle est assuré
principalement au niveau de I’étape
de transport transmembranaire ou
de I’étape de phosphorylation du
glucose intracellulaire par I’hexoki-
nase [2].

Mesure du glucose intracellulaire
dans le muscle par SRMN

Pour distinguer les contributions res-
pectives du transport transmembra-
naire et de I’hexokinase, il est apparu
nécessaire de pouvoir mesurer la
concentration musculaire en glucose
intracellulaire libre, c’est-a-dire non
phosphorylé. En effet, la concentra-
tion tres faible du glucose intracellu-
laire libre observée en conditions
basales est une preuve directe du role
prépondérant du transport trans-
membranaire dans le contrdle de
I’utilisation du glucose par le muscle.
Dans ces conditions, 'activité de
I’hexokinase apparait bien supé-
rieure a celle du transport transmem-
branaire du glucose; ce dernier est
immédiatement phosphorylé, des
son entrée dans le myocyte. L’explo-
ration du contréle de I'utilisation du
glucose par le muscle en hyperglycé-
mie-hyperinsulinémie nécessite la
réalisation d’expériences répétées a
différents niveaux glycémiques: la
SRMN s’avere alors particulierement
intéressante comme alternative a la
technique biopsique. Bien que cette
approche macroscopique ne per-
mette pas de distinguer une éven-
tuelle hétérogénéité en fonction des
différentes fibres musculaires, une
faible concentration de glucose intra-
cellulaire libre pourra étre interpré-
tée comme reflétant I’ensemble des
myocytes.

La mesure du glucose intracellulaire
libre musculaire par SRMN repose la
encore sur l'utilisation d’une perfu-
sion de [1-"*C]glucose au cours d’un
clamp glycémique-insulinémique

pour augmenter la sensibilité de la m—————
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Figure 4. Spectres RMIN du C obtenu sur la jambe d’un volontaire sain dans
un aimant a 3Tesla. L'atome de carbone qui correspond au signal SRMN (car-
bone 1) est indiqué sur le schéma d’un fragment de glycogéne, polymeére d’uni-
tés glucose. Le tracé du bas a été enregistré en abondance naturelle du C:
dans la région spectrale représentée seule la résonance du carbone 1 du glyco-
gene (& 100,5ppm) est observée. Le tracé du haut a été enregistré en euglycé-
mie pendant la perfusion intraveineuse de [1-*Clglucose: les résonances des
carbones 1 des deux anomeres* a et B du glucose sont alors clairement
visibles. L’enrichissement tissulaire du glucose en "*C était d’environ 30 %.

mesure (figures 3, 4). Le signal détecté
en SRMN du *C au niveau du muscle
correspond alors a trois compo-
santes: le glucose extracellulaire
(GEC), le glucose intracellulaire
libre (GIC) et le G6P (figure 5). En
régime stationnaire ces trois compo-
santes se trouvent enrichies de facon
identique en G, et cet enrichisse-
ment peut étre déterminé directe-
ment sur le glucose plasmatique.
Ainsi, la concentration totale GEC +

* Anomeérie : coexistence de deux isomeres (anomeres)

e 'une méme molécule d ose.
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GIC + G6P est obtenue en combinant
la SRMN du ®C in vivo et la mesure
plasmatique de l'enrichissement. La
contribution du GEC est mesurée a
partir de la concentration du glucose
plasmatique (en équilibre avec le sec-
teur interstitiel) en utilisant pour les
volumes de distribution du glucose
dans le muscle les valeurs obtenues
pour I'inuline avec la technique biop-
sique classique [9]. La concentration
musculaire de G6P est mesurée direc-
tement par SRMN du *'P. Finale-
ment, par différence, on obtient la
concentration musculaire du GIC

(figure 5).

Cette approche expérimentale nou-
velle, développée par le groupe du
SHEFJ a Orsay [3, 10, 11], a été appli-
quée chez des volontaires sains pour
déterminer la concentration de GIC
dans les muscles de la jambe en
hyperinsulinémie (= 300 pM), a trois
niveaux glycémiques différents:
euglycémie (= 6 mM), hyperglycémie
modérée (= 10mM) et élevée
(= 16 mM). Les principaux résultats
sont résumés dans le Tableau I. En
euglycémie la concentration muscu-
laire en GIC n’est pas significative-
ment différente de zéro. Ce résultat
confirme des études biopsiques plus
anciennes montrant I’absence de
GIC pour une glycémie basale: dans
cette situation, c’est le transport
transmembranaire qui contrdle
exclusivement le flux métabolique du
glucose dans le muscle.

En revanche, lorsque la glycémie est
augmentée, une concentration faible
mais statistiquement significative de
GIC est observée dans le muscle. Le
gradient entre secteur extracellulaire
et intracellulaire reste cependant
élevé: le rapport GEC/GIC est de 46
en hyperglycémie modérée et de 26
en hyperglycémie élevée. Ces valeurs
suggerent que, dans ces conditions
hyperglycémiques hyperinsuliné-
miques, I’étape de transport trans-
membranaire reste dominante pour
le contrdle du flux de glucose dans le
muscle.

Coefficient de controle
du transport transmembranaire
du glucose dans le muscle

La théorie du controle du flux per-
met d’estimer quantitativement a
quel degré le transport transmembra-
naire intervient dans le contrdle de
I'utilisation du glucose par le muscle.
En utilisant une description symé-
trique de type Michaelis-Menten
pour la cinétique du transport du
glucose, le coefficient de contréle CT
défini par I’équation 1 peut étre
réécrit:

CT'=1- (0Gi/0Ge)

((Ge+K™)/(Gi+K™))? (2)
ou Ge et Gi sont respectivement les
concentrations de GEC et GIC, et ou
K™ est la concentration de glucose
pour laquelle le transport unidirec-
tionnel atteint la moitié de la vitesse
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Figure 5. Schéma résumant la stratégie expérimentale suivie pour déterminer
la concentration de glucose intracellulaire (GIC) dans le muscle en utilisant la
spectroscopie RMN in vivo. Le signal détecté en SRMN du *C au niveau du
muscle correspond a trois composantes: le glucose extracellulaire (GEC), le
glucose intracellulaire libre (GIC) et le G6P. En régime stationnaire ces trois
composantes se trouvent enrichies de fagon identique en '*C, et cet enrichis-
sement peut étre déterminé directement sur le glucose plasmatique. Ainsi,
la concentration totale GEC + GIC + G6P est obtenue en combinant la SRMN
du 3C in vivo et la mesure plasmatique de I'enrichissement.

maximale. D’apres la littérature cette
constante peut étre estimée a environ
20mM en hyperinsulinémie (trans-
port assuré principalement par la
protéine GLUT-4), ce qui est cohé-
rent avec les variations expérimen-
tales de vitesse de synthése de glyco-
géne musculaire en fonction de la
glycémie rapportées dans le Tableau .
Le terme 0Gi/0Ge de I'équation 2
correspond a la variation du GIC

pour une variation infinitésimale du
GEC. Expérimentalement ce terme
peut étre estimé a partir des résultats
du Tableau I en remplacant les diffé-
rentielles par des intervalles:
0Gi/0Ge = AGi/AGe (3)
Ainsi pour les intervalles de glycémie
6-10 mM et 10-16 mM CT est estimé
respectivement a 0,90 et 0,83. En
d’autres termes, lors d’une stimulation
par l'insuline (insulinémie = 300 pM),

Tableau |

RESULTATS EXPRIMES EN MOYENNE + ERREUR STANDARD

Nombre d’expériences

Glycémie mM

Glucose intracellulaire

mmol/kg de muscle

Vitesse de synthese du glycogéne
umol/kg de muscle par minute

10 5 5
58+ 0,1 99 +0,1 16,4 £ 0,2
-0,03+0,03 0,15+0,08 0,43 + 0,20
111 = 11 263 + 29 338 = 42

m/s n° 10, vol. 14, octobre 98

I’étape de transport transmembra-
naire reste largement dominante
entre I'euglycémie et I’hyperglycémie
modérée, en assurant 90 % du
controle de I'utilisation du glucose. Si
I'’hyperglycémie est plus élevée, la part
du contrdle revenant au transport
transmembranaire diminue (83 %),
mais cette étape reste toujours pré-
pondérante.

Ces résultats démontrent que le trans-
port transmembranaire est, chez le
sujet sain, I’étape clé du métabolisme
musculaire du glucose, non seulement
dans les conditions basales mais aussi
en hyperglycémie-hyperinsulinémie.
En raison de ce roéle prépondérant
dans le controle du flux, toute altéra-
tion pathologique du transport du glu-
cose dans le muscle devrait se traduire
par un syndrome d’insulinorésistance,
méme si, a ’heure actuelle, aucune
insulinorésistance ne semble liée a
une altération génétique du transpor-
teur GLUT-4. Sur le plan phénoty-
pique, la méthodologie de SRMN
développée a Orsay pourra étre utili-
sée pour évaluer I'implication du
transport du glucose dans les diverses
conditions pathologiques oul survient
une insulinorésistance musculaire ®
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nage, séquencage de genes, etc.). Ce cours donne lieu a un
diplome de I'Institut Pasteur suite a un examen qui se dérou-
lera a la fin du mois d’avril.

Le théme central de ce cours concerne I’étude de la cellule

eucaryote. Cet enseignement est treés orienté vers l'initiation

expérimentale, et fera une large place aux nouvelles techniques

ainsi qu’a la démarche scientifique actuelle pour I’étude des

fonctions cellulaires. Les travaux pratiques seront accompagnés

de conférences théoriques sur les thémes suivants :

® Organisation fonctionnelle de la cellule : compartiments
membranaires, cytosquelette, polarité cellulaire

® Les routages intracellulaires : transport des protéines mem-
branaires et sécrétées, endocytose des macromolécules

® Les contacts et la communication entre cellules

® La différenciation cellulaire

® La signalisation et la transduction des messagers cellulaires

® Le cycle cellulaire

Les techniques mises en oeuvre seront celles de ’analyse géné-
tique, la transfection et I’expression de genes clonés, la culture
cellulaire, la reconstitution in viiro des fonctions cellulaires, la
visualisation des constituants cellulaires y compris par les tech-
niques les plus récentes de microscopie confocale et d’image-
rie.

Avec la participation de : S. Amigorena, Ch. Babinet, M. Bornens, R. Bruz-
zone, P. Cossart, A. Dautry-Varsat, F. Dautry, M. Dubois-Dalcq, S. Dufour, E.
Fabre, B. Goud, B. Hoflack, C. Hopkins, E. Karsenti, O. Kellerman, P. Laza-
row, P. Legrain, D. Louvard, P. Mangeat, J.-C. Olivo, J. Pouysségur, J.P. Thiéry
et M. Weiss. Les cours théoriques seront assurés par des enseignants francais
et européens.

Responsables du cours : A. Dautry-Varsat et D. Louvard

Renseignements et inscriptions, date limite le 1 décembre
1998

Mme Banisso

Secrétariat des Enseignants et des Stages

Institut Pasteur, 28, rue du Dr-Roux, 75724 Paris Cedex 15, France

TélL : 01 45 68 81 41 ou 01 40 61 33 62 — Fax : 01 40 61 30 46

E-mail : rbanisso@pasteur.fr
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