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Avant-propos

LE Moniteur Internat est devenu pour les étudiants en Pharmacie qui souhai-
tent passer le Concours de I'Internat en Pharmacie un outil de référence
comportant les connaissances essentielles, accompagnées d'applications pratigues.
Cest également pour les pharmaciens et les biologistes une base de formation
continue rassemblant I'essentiel des disciplines pharmaceutiques.

Pour continuer la double action qui actualise 'ensemble des disciplines de la bio-
logie et de la pharmacie et qui permet aux ¢udiants de disposer d'un outil per-
formant, nous avons rassemblé lensemble des questions figurant au programme
de I'Internat en Pharmacie dans quatre volumes.

Ces ouvrages constituent la troisiéme édition de la collection du Moniteur
Internat. La rubrique « Vériliez vos connaissances », qui comprend notamment
des QQCM et des cas cliniques, a été actualisée, enrichie et sera prochainement
disponible en ligne sur www WEK-pharma.fr.

Le premier tome, « Toxicolopie, Sciences Mathématiques, Physiques et
Chimiques », regroupe l'essentiel des questions fondamentales ou analytiques
ainsi que la Toxicologie.
Le deuxieme tome, centré sur la Biologie, comporte la Biochimie et I'Hématologie.
La Biologie et la Pharmacie se retrouvent dans le troisiéme tome, consacré a
I'Infectiologie : celui-ci rassemble les questions d'Immunclogie, de Bactériologie,
de Virologie, de Mycologie, de Parasitologie, d'Hygiéne et de Prévention ainsi que
les médicaments associés.
Enfin, le quatrieme et dernier tome est ciblé sur le Médicament au sens le plus
général ; Physiologie, Pharmacologie, Pharmacie Clinique.
Dr Michel VAUBOURDOLLE
Biologiste des Hopitaux
Directeur de Collection
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Preface

n relisant le sommaire de cet ouvrage, je prends mieux conscience de sa

E richesse et de sa diversité. En effet, au-dela des principales disciplines,
Biochimie, Physiologie, Hématologie, que vous allez retrouver dans cet ouvrage,
sont également abordés des aspects de Génétique et des aspects plus analytiques,
5i cet inventaire peut donner au premier abord 'impression d'une certaine forme
de dispersion, il faut cependant clairement avoir conscience que ces disciplines
sont en fait toutes liges, la physiologie constituant un socle fondamental sur
lequel de nombreuses autres disciplines se sont progressivement construites,

En relisant ce sommaire, je prends également conscience de la difficulté d'un tel
ouvrage qui repose sur le principe qu'il faut a la fois y aborder des questions de type
fondamental (connaissances physico-chimiques, structurales, analytiques), de type
physiologique (physiologie d'organes ou approche par type de métabolisme), de type
physio-pathologique (maladies d'organe et malades sysiémiques) et enflin de type
thérapeutique. Cette difficulté est liée bien siir aux sections trés transversales du pro-
gramme du concours de I'internat créant ainsi un découpage trés artificiel d'un cer-
tain nombre de disciplines. Pour autant, les auteurs de cet ouvrage se sont toujours
attachés a répondre de la fagon la plus efliciente et la plus pertinente a la liste des
questions définies dans ce programme de Finternat. Ceci nous parait essentiel car
l'objectif clairement affiché est d’aider, de la facon la plus fructueuse possible, les é-
diants a la préparation de ce concours. A cet effer, la plupart des chapitres de cet
ouvrage ont €té trés profondément modifiés et bien sar complétement actualisés.
Je tiens enfin a remercier tris chaleureusement 'ensemble des rédacteurs de cet
ouvrage pour la qualité du travail accompli ainsi que Michel Vaubourdolle qui
assure avec compétence et passion la direction de cette collection.

Dominigue PORQUET
Doyen de la Faculté de Pharmacie Paris XI, Chatenay-Malabry
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e caryotype permet I'analyse numérique ef structurale des chromasames humains,

Les chromosomes sont le support du matériel génétique. lls interviennent dans
I'hérédité puisque chaque individu posséde, pour chaque paire de chromosomes homo-
logues, un chromaosome d'origine maternelle et un autre d'origine paternelle. lis inter-
viennent aussi dans la structure et le fonctionnement des celluies.
La discipline qui étudie les chromosomes correspond 8 1a cylogénétique. Depuis Ia
découverte du nombre exact de chromosomes dans 'espéce humaine par Joe Hin Tjio
et Afbert Levan en 1956, la cytogénétigue s'est développée dans de nombreux domai-
nes de la médecine pour |'étude des anomalies chromosomigues. Les principales indi-
cations du caryolype concernent les enfants affectés de malformations et/ou de dys-
morphies et/ou de relard mental, leurs parents, les swels infertiles, le dépistage
anténalal des anomalies chromosomiques, les cancers et les leucémies. La cyltogéné-
tique est aussi trés utilisée pour la cartographie des génes sur les chromosomes.
Les methodes de cyltogénétigue se sont considérablement développees, englobant les
techniques de cytogénétique classigue (bandes chromosomigues) et les technigues de
cytogénetique moléculaire (sondes chromosomiques). Ces fechniques permettent
d'analyser actuellement les chramosomes avec une grande précision el peuvent 8tre
appliquées a tous les tissus quel que soit le stade du cycle celiuiaire.

’T Cycle cellulaire, mitose et méiose

Il existe deux Lypes de division cellulaire dans I‘|:|nrg;1r|i:-'.l'c'u.1 *la mitose et la méiose.

A. La mitose

Il s'agit du mécanisme par lequel le contenu en chromosomes d'une cellule soma-
tique se maintient constant au cours des divisions cellulaires successives. Avant les
divisions cellulaires, les cellules répliquent leur ADN au cours d'une période du
cycle cellulaire appelée « phase S ». Cente réplication est suivie d'une phase G2 qui
précede la mitose. La mitose est divisée en quatre stades :

* prophase ;

» métaphase ;

» anaphase |

» télophase.

En prophase, les chromosomes sont des structures visibles en microscopie sous
forme de filaments lo ngs, fins et enchevéirés. Fn métaphase, la membrane
nucléaire disparait et les chromosomes comportant deux chromatides sont con-
densés et individualisés, A lanaphase, les chromatides sceurs se séparent el
migrent a chague pole de la cellule. En télophase, les chromosomes se déconden-
sent, Par le processus de la mitose, il v a une distribution égale du matériel chro-
mosomique dans les cellules filles (46 chromosomes). Apres la mitose, la cellule
entre ¢n phase G1. Les phases G1, 5, et G2 constituent 'interphase.
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B.La méiose

Ce processus se déroule uniquement dans les cellules de la lignée germinale dans
les gonades {ovaires ou testicules). La méiose permet la formation de gametes
haploides (23 chromosomes) aprés deux divisions successives d'une cellule
diploide (46 chromosomes). La premiere division de méiose (méiose I} est une
division réductionnelle avec formation de cellules filles contenant 23 chromoso-
mes et 2n quantité IADN a partir d'une cellule contenant 46 chromosomes et
4n quantité I'ADN. La deuxiéme division de méiose (méiose 11) est une division
équationnelle avec formation de cellules filles contenant 23 chromosomes et
In quantité I'’ADN. Au cours de la méiose, il v a appariement des chromosomes
homologues pour former des bivalents au niveau desquels vont se realiser les
recombinaisons génétiques. Ainsi, les chromosomes présents dans les gameétes
sont des chromosomes recombings a partir des chromosomes de lindividu.

H. Nomenclature et structure des chromosomes

On appelle « carvotype » l'ensemble des chromosomes qui contiennent le génome
d'un individu. Le nombre et la structure des chromosomes sont caractéristiques
d'une espéce donnée. Le caryotype humain normal comporte 46 chromosomes,
Dans 'espéce humaine, il existe 22 paires d'autosomes (1 a 22, el une paire de
gonosomes ou chromosomes sexuels (X, Y). La formule chromosomique normale
est 46, XX chez la femme et 46, XY chez l'homme. Les 24 chromosomes du génome
sont caractérisés par leur taille, la position de leur centromére et leur profil de
bandes.

Chagque chromosome comporte un centromére qui contient le kinétochore corres-
pondant au centre d'organisation des microtubules responsable de la fixation des
chromosomes au [useau mitotique lors de la mitose. En métaphase, les deux chro-
matides sceurs sont unies au niveau du centromére (fig. 1.

s (i

bras court p 4

— CENtromene

teras long q |

— 1&| e

L chromatides

Figure 1. Morphologie des chromosomes en métaphase

]
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De part et dautre du centromére, une chromatide présente deux bras : le bras
court appelé « p », placé en haut sur un caryotype, et le bras long appelé « q »,
placé en dessous du centromére. Si le bras court est presque aussi long que le bras
long, le chromosome est dit « métacentrique ». il est nettement plus court, le
chromosome est dit « submétacentrique ». Enfin, si ce bras p est trés petit, le chro-
mosome est dit « acrocentrique ». Les chromosomes acrocentriques sont les
chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22, Les chromosomes acrocentrigues portent sur
leurs bras courts de I'hétérochromatine et des régions impliquées dans l'organisa-
tion nucléolaire (NOR) et codant pour I'ARN ribosomal (également appelé
« ARN ribosomial » ).

Chaque extrémité des chromosomes au niveau des bras courts (p) et des bras longs
(qg) se termine par un télomére, séquence d’'ADN répétitive hautement conservée
qui empéche les [usions avec d'autres chromosomes. Ces séquences ont aussi un
role dans lattachement des télomeres a l'enveloppe nucléaire, en particulier lors
de la méiose. Le raccourcissement des téloméres est un phénomeéne associé au
vieillissement cellulaire.

Chaque bras d'un chromosome est arbitrairement divisé en régions, notéesde 1 a 4
(pour certains chromosomes) en partant du centromere (fig. 2.

Chaque région est divisée en bandes, entités visibles piles ou foncées aprés usage
des techniques de dénaturation. Chaque bande peut, si nécessaire, étre divisée en
sous-bandes (chromosomes en prophase, moins condensés, et donc montrant plus
de dérails). Ainsi, une localisation sur un chromosome sera définie par le numéro
du chromosome ot se trouve cette localisation, suivi de la lettre :indi{_luanl le bras
impliqué (p ou q), suivie des numéros de région, de bande, voire de sous-bande.

Figure 2, Idéogramme du chromosome B en bandes G montrant les differentes régions, bandes
&t sous bandes chromosomiques en fonction de la résolution de |'analyse chromosomique
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WI. Techniques cytogénétiques

Les chromosomes sont visibles en microscopie optique lorsqu'ils sont compactés
au stace de la métaphase. Un caryotype standard nécessite donc une culture cellu-
laire pour obtenir des cellules en division {fig. 3).

l culivre cellulaire

l blocage du evele cellulaire

T
)’\ \ prophase

1 ——— II -
K /' mélaphase
\_ AN

i
1 technique des bandes

@5

Figure 3. Obtention du caryotype aprés culture cellulaire

A. Cellules utilisées

Un caryotype standard peut étre établi a partir de n'importe quel tissu dont les cel-
lules peuvent se diviser. Les cellules les plus [réquemment utilisées chez 'homme
sont les lymphocytes, les cellules de la moelle osseuse, les cellules de liquide
amniotique, les cellules trophoblastiques et les fibroblastes. Les cellules sont cul-
tivées in vitro en présence de milieux de culture. Les conditions et les durées de
culture sont différentes selon le type cellulaire.

D'autres cellules comme les gameétes et les cellules embryonnaires peuvent étre
analysées en utilisant plus particuliérement les techniques de cytogénétique molé-
culaire,
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1. Lymphocytes

Le sang total est placé dans un milien nutritif en solution dans un tube. Les lym-
phocyies sont activés par Iutilisation d'un mitogéne, la phytohémagglutinine. Les
lymphocytes sont incubés pendant 48 4 72 heures a 37 °C.

2. Cellules de |a moelle osseuse

En oncohématologie, le caryotype des cellules malignes est un examen indispen-
sable. Son étude nécessite un prélevement de moelle osseuse. La méthodologie est
similaire a celle des lymphocytes mais sans utilisation de mitogénes.

3. Cellules amniotiques

Apres centrifugation, le culor cellulaire obtenu est mis en culture dans des Hlacons
en plastique ou sur des lames a 37 °C sous atmosphére controlée (5 % CO,). Les
cellules adhérent au support et se multiplient en formant des clones cellulaires.
Lorsque la taille des clones cellulaires est suffisante (au bout de. en moyenne, une
semaine}, les cellules sont traitées pour I'obtention des chromosomes.

4. Cellules trophoblastiques

Les cellules trophoblastiques sont prélevées par biopsie de villosités choriales. Les
cellules trophoblastiques se divisent activement et il est done possible d'obtenir
des métaphases en réalisant un examen direct sans culture cellulaire le jour méme

de la biopsie.

5. Fibroblastes

Les fibroblastes sont obtenus aprées biopsie de tissu le plus souvent cutané. Les
explants cutanés sont répartis dans des boites plastiques. Les cultures sont
incubées a 37 °C sous atmosphére controlée (5 % CO,). Lorsque la taille des clo-
nes cellulaires est suffisante {au bout de, en moyenne, une semaine), les cellules
sont décollées du support plastique par action enzymatique.

6. Gametes

Le contenu chromosomicque des ovocvies et des spermatozoides peut étre analysé
par les techniques de cytogénétique classique et moléculaire.

7. Cellules embryonnaires

Aprés fécondation in vitro, les cellules embryonnaires (blastomeres) peuvent étre
hiopsiées sur un embryon au troisieme jour de développement. Les blastomeres
biopsiés sont fixés sur des lames de verre. La recherche d'anomalies chromosomi-
ques ou le diagnostic de sexe dans le cadre d'un diagnostic cytogénétique préim-
plantatoire sont ensuite réalisés en wtilisant les techniques d'hybridation in situ
fluorescente avec des sondes chromosomiques,
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B. Obtention des préparations chromosomigues

Les cellules cultivées sont bloquées au stade de la métaphase en utilisant un poison
du [useau mitotique, la colchicine. Un choc hypotonique est ensuite réalisé pour
permettre une dispersion modérée des chromosomes et éviter un enchevétrement
des chromosomes. Aprés plusieurs fixations a lalcool et a acide acérique, les
chromosomes sont étalés sur des lames de verre. Apres la réalisation des techni-
ques de dénaturation des chromosomes, les préparations chromosomiques sont
colorées et analysées en microscopie.

C. Marguages en bandes

Le marquage en bandes permet d'obtenir des bandes claires et sombres le long des

chromosomes. Le profil de ces bandes est caractéristique d'un chromosome donné.

Le caryotype standard comporte trois cents a quatre cents bandes par génome

haploide (soit 23 chromosomes). La taille d'une bande observée dans un caryotype

standard est de 'ordre de 10 4 20 mégabases (1 mégabase est égale a 1 million de
paires de bases).

Les principaux types de marquage de bandes sont :

* le marquage en bandes Q wtilisant un fluorochrome, la quinacrine. Les régions
chromosomiques fluorescentes en bandes () sont caractérisées par leur richesse
en séquences AT ;

* le marquage en bandes G est obtenu par digestion enzymatique (trypsine) des
chromosomes suivie d'une coloration an Giemsa. La répartition des bandes G est
similaire a celle des bandes () ;

* le marquage en bandes R est obtenu par dénaturation thermique des chromoso-
mes suivie d'une coloration au Giemsa. Le marquage est inversé a celui des ban-
des G. Les bandes R sont riches en séquences GC. Elles correspondraient aux
régions chromosomigues comportant un plus grand nombre de gines |

* le marquage en bandes C est spécifique des régions centromériques et de I'hete-
rochromatine des chromosomes 1,9, 16 et Y ;

* le marquage en bandes T est spécifique des régions télomériques des chromoso-
IMEes.

D. Caryotype haute résolution

Des techniques plus résolutives ont été développées pour obtenir des chromoso-
mes au stade de la prométaphase. Les chromosomes sont ainsi moins condensés
qu'au stade de la métaphase. Aprés marquages de bandes R ou G, on obtient des
caryolypes de six cents a huit cents, voire mille bandes et sous-bandes par lot
haploide. La taille d'une sous-bande pouvant étre observée par les techniques de
haute résolution est de l'ordre de 2 & 5 mégabases. Le carvorype a haute résolution
permet de détecter des remaniements de petite aille comme des délétions inters-
titielles. 1l permet aussi de délinir de facon plus précise les points de cassure dans
les translocations.

11
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E. Hybridation Jn situ fluorescente (FISH)

La FISH est une technique fondée sur le principe de la complémentarité des
nucléotides. Cette technique permet de visualiser et de localiser un [ragment
d'ADN sur les chromosomes par hybridation de la séquence d’'ADN complémen-
taire appelée « sonde » (fig. 4}, Ces sondes sont marquées par l'incorporation de
nucléotides modifies chimiquement (biotine, digoxigénine). Ce couplage du
nucléotide & un hapténe rend la sonde antigénique et permet ainsi une détection
de 'hybridation par une réaction immunocytochimique utilisant des anticorps
fluorescents, La possibilité d'utiliser des nucléotides couplés a un fluorochrome
permet une détection directe de la sonde. La sonde marquée et 'ADN cible (chro-
mosomes métaphasiques ou noyaux interphasiques) sont dénaturés avant de réa-
liser I'hybridation. L'hybridation non spécifique de séquences répétées pouvant
¢étre présentes dans la sonde est éliminée par I'utilisation d'ADN Cotl. L'hybrida-
tion ADN cible-sonde est effectuée a 37 °C en chambre humide, pendant une nuit
le plus souvent. Aprés hybridation, des lavages sont réalisés pour éliminer lexces
de sonde non lié¢ a TADN cible. Ensuite, les signaux d’hybridation sont observés en
microscopie a épifluorescence. L'urilisation de fluorochromes différents permet de
réaliser une FISH multicouleurs dans le dessein d'analyser plusieurs chromosomes
dans une méme celiule.

R34
T

LG oA

sonde d"ADN

1)
)

cheomosorme

M adénine

C ! oytosine
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L) : wriding

F : fluorachrome

Figure 4. Principe de I'hybridation in situ fluorescente d'une sonde d'ADN sur chromaosome

Les progres en biologie moléculaire rendent maintenant possible la fabrication
dune grande variété de sondes chromosomiques (fig. 5). Les sondes utilisées pour
la FISH sont équivalentes & celles utilisées pour les autres méthodes de biologie
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moléculaire. Elles doivent étre complémentaires de l'acide nucléique cible et doi-

vent ére marquées pour permettre leur détection. Différents types de sondes cor-
respondant a des régions chromosomiques précises peuvent étre utilisés.

sonde ‘

centromerique

sonde
locus specifigue

-

iH
)
sondes
Efomérigues [ '.l
| |
o
peiniure

chromosomigue

Figure 5. Sondes chromosomigues utilisées en FISH

Les sondes centromériques reconnaissent les séquences d' ADN satellite o et } loca-
lisées dans les régions centromériques ou péricentromériques des chromosomes.
Les séquences alphoides, situées au niveau des régions centromériques des chro-
mosomes, sont le plus souvent utilisées pour la détection des aneuploidies. Elles
comportent une séquence spécifique de 171 paires de bases caractéristiques a cha-
que chromosome dont larrangement linéaire en tandem est propre a un chromo-
some donné. L'utilisation de ce type de sonde permet de dénombrer lacilement les
chromosomes dans les novaux en interphase (fig. 6). Cela permet de détecter rapi-
dement dans un grand nombre de cellules des anomalies du nombre des chromo-
somes el ne nécessite pas de culture cellulaire puisque les chromosomes sont
accessibles aux sondes en interphase.
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monosomie disamie frisoamic:

Un signal d'hybridation {A) correspond a une monosomie, deux signaus d’hybridation (B) a une
disomie, trois signaux d'hvbridation {C) a une trisomie,

Figure B. Analyse des cellules en interphase par FISH
avec une sonde centromérique d'um chromosome donng

Les sondes specifigues d'un locus donné correspondent a des séquences d'ADN. Elles
sont insérées selon les cas dans des vecteurs de type plasmide, phage, cosmide,
chromosome artificiel de levure (YAC) on chromosome artificiel bactérien (BAC),
La taille des fragments d’ADN utilisés comme sonde varie en général d'une ving-
taine de kilobases (vingt mille paires de bases) a 2 000 kilobases (deux millions de
paires de bases). L'utilisation de ces sondes permet de détecter des petites délé-
tions, insertions ou inversions, non visibles par I'étude du carvorype standard on
du caryotype en haute résolution.

Les sondes télomériques sont spécifiques des extrémités terminales des bras court
et long des chromosomes, Elles permettent de mettre en évidence des anomalies
chromosomiques impliguant les régions télomériques des chromosomes, difficiles
a visualiser avec les techniques de bandes.

Les sondes de peinture chromosomigue sont spécifiques d'un chromosome entier ou
d'une région chromosomigue. Elles correspondent a l'association de sondes spéci-
fiques d'un méme chromosome et permettent de visualiser une partie ou la 1otalivé
de ce chromosome. Celles-ci peuvent étre obtenues par PCR a partir de chromo-
somes triés par cytométrie en flux, soit a partir d’hybride cellulaire interspécifique,
soit par microdissection chromosomique. Ce type de sonde est utilisé en particu-
lier pour I'étude des translocations chromosomiques. Ces différents types de son-
des peuvent étre utilisés sur les chromosomes métaphasiques ou dans les noyaux
interphasiques de cellules non cultivées. Lanalyse en interphase est particuliére-
ment utile pour les tissus dont la culture est difficile a induire in vitro. De nom-
breux tissus peuvent étre analysés par FISH, comme les cellules hématopoiétiques
{sang, moelle], les cellules amniotigues, les cellules rophoblastiques, les fibro-
blastes, les gametes, les blastoméres ou les cellules tumorales.

F. Hybridation génomigue comparative

L'hybridation génomique comparative (CGH) est une technique d hybridation in
situ modifiée qui permet la détection et la cartographie du ratio dhybridation entre
deux génomes en une seule expérience. Dans l'analyse par CGH, deux ADN géno-
miques (test et référence) marqués par deux Huorochromes différents sont cohybri-
dés sur des métaphases normales ou sur des puces a ADN. La localisation de modi-
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fications de séquences d'ADN de I'échantillon test est révélée par une variabilité du
ratio des intensités de fluorescence le long de chaque chromosome ou au niveau des
clones d'ADN de la puce 4 ADN. Depuis son développement, la CGH a été appli-
quée comme outil de recherche dans le domaine de la cytogénétique cancérologi-
que pour caractériser des modifications génétiques dans des régions chromosomi-
ques inconnues auparavant. La CGH est aussi utilisée en cytogénétique clinique
pour la détection et I'identification des anomalies chromosomicques déséquilibrées.

G. Caryotype en flux

La cytométrie en Mux est une technique qui permet danalyser des cellules en sus-
pension selon leurs tailles et leurs fluorescences. En utilisant cette technique, les
chromosomes peuvent étre caractérisés en fonction de leur longueur et de leur con-
tenu en ADN permettant d'établir un caryotype en flux. Un carvotype en flux peut
etre suivi d'un tri permettant de recueillir chaque chromosome de fagon isolée.

FT\L Anomalies chromosomiques

Le caryotype permet de mettre en évidence des anomalies du nombre des chromo-
somes ef des anomalies de la structure des chromosomes. Ces anomalies chromo-
somiques peuvent étre constitutionnelles ou acquises, homogénes ou en mosai-
que.

A. Anomalies constitutionnelles

Les différents organes d'un individu ont la méme anomalie chromosomique.
L'accident chromosomique existait déja chez 'embryon. 1l s'est produit avant la
[écondation, dans I'un des gametes, ou peu aprés, dans une des cellules du zygote.
Le sujet porteur d'une anomalie chromosomique déséquilibrée a souvent une dys-
morphie et/ou des malformations viscérales, et/ou un retard du développement
psychomoteur,

B. Anomalies acquises

Lanomalie chromosomigue est observée dans un seul organe, les autres organes
sont normaux, Cette anomalie est survenue au cours de la vie de I'individu. Elle est
acquise par rapport au caryolype constitutionnel. L'anomalie chromosomique
acquise est le plus souvent associée a un processus cancéreux sur l'organe impligqué,

C. Anomalies homogénes

Une anomalie chromosomique homogéne est une anomalie chromosomigue preé-
sente dans toutes les cellules du tissu analysé.
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D. Anomalies en mosaique

Une anomalie chromosomigue en mosaique correspond 4 la présence de deux (ou
plus) populations cellulaires & contenu chromosomique différent mais provenant
du méme zygote. Le carvotype dun clone cellulaire dans une mosaique doit étre
observé dans au moins 2 % des cellules analysées. Une mosaique peut étre obser-
vée dans un tissu et pas dans un autre. Ainsi, en cas de suspicion d'une anomalie
chromosomique en mosaigue chez un individu avec un caryotype sanguin normal,
il est nécessaire de réaliser un caryotype a partir d'un prélevement de cellules pro-
venant d'un autre tissu (par exemple, une biopsie cutanée). Une mosaique est
notée par une barre oblique entre les deux clones décrits (trisomic 21 en mosai-
que 46, XY/47 XY +21) Le mécanisme de survenue d'une mosaique est une non-
disjonction mitotique postzygotique avec la constitution d'au moins deux lignées
cellulaires possédant des carvotypes dilférents et continuant d’évoluer au sein du
méme organisme. Ainsi une non-disjonction mitotique survenue au niveau des
chromosomes 21 chez un zygote 46 XY aprés plusicurs divisions cellulaires entrai-
nera-t-elle au niveau d'une cellule fille trois chromatides sur les quatre (triso-
mie 21, et au niveau de I'autre cellule fille une chromatide {monosomie 21). Les
autres cellules du zygote se divisent normalement. Dans cet exemple de la
trisomie 21 en mosaique, le clone monosomigue 21, non viable, disparair.

Les mosaiques sont [réquentes dans les processus cancéreux, soil parce que des cel-
lules normales persistent, soit parce que le clone tumoral engendre des sous-clones
porteurs d'anomalies chromosomiques additionnelles, dites aussi « anomalies secon-
daires » (notion d'évolution clonale). Les mosaiques sont a différencier des chimeres
qui résultent de la fusion de deux zygotes (ou plus} distincts. Dans les chimeres, les
genotypes des différentes lignées sont dissemblables. Les anomalies chromosomi-
ques peuvent étre des anomalies du nombre des chromosomes ou des anomalies de
structure des chromosomes, Elles peuvent impliquer un ou plusieurs chromosomes.

E. Anomalies de nombre des chromosomes

1. Polyploidies

Les polyploidies correspondent 4 un nombre de chromosomes égal & un multiple du
complément haploide de chromosomes. lLes seules polvploidies observées dans
lespece humaine sont la triploidie (69 chromosomes) et la téraploidie (92 chromo-
somes). Ces anomalies chromosomiques ont été exceptionnellement décrites chez des
nouveau-nés vivants et ne sont jamais viables. Les triploidies sont fréquemment obser-
vees dans les produits d'avortements spontanés précoces. Les wéiraploidies somt plus
rares, Le mécanisme de formation des triploidies est double, soit par digynie (non-
expulsion du deuxieme globule polaire), soit par diandrie {fécondation d'un ovocyte
par deux spermatozoides). La diandrie est quatre fois plus fréquente que la digynie,

2. Aneuploidies

Les aneuploidies sont définies par un nombre de chromosomes supérieur ou infé-
rieur @ un multiple d'un complément chromosomique haploide. 11 peut s'agir de
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nullisomies (absence totale d'un chromosome), de monosomies {(absence d'un
chromosome), de trisomies ou de tétrasomies. Les anomalies de nombre les plus
fréquentes sont les trisomies el les monosomies.

a) Les trisomies
Elles correspondent a la présence d'un chromoesome surnuméraire (fig. 7).
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Figure 7. Caryotype en bandes G montrant une trisomie 21 (47 XY, +21)

Le caryotype comporie 47 chromosomes. Les trisomies constituent I'anomalie
chromosomigque la plus [réquente chez 'homme. Elles surviennent dans au moins
4 % des grossesses reconnues cliniquement. Les trisomies peuvent exister pour
nimporte quel chromosome, mais la trisomie pour un chromosome entier est rare-
ment compatible avec la vie. La plupart des trisomies sont a l'origine d'avortements
précoces du premier trimestre. Les trisomies les plus [requemment observées a la
naissance concernent les chromosomes 13, 18, 21 et les chromosomes sexuels.
Ces trisomies sont observées chez 0,3 % des nouveau-nés, Seules la risomie 21 et
les anomalies de nombres des gonosomes sont viables 4 long terme. La trisomie 16,
fréquemment observée dans les produits de fausse-couche, n'est pas compatible
avec un développement fcetal a terme.

Ces trisomies dites « libres », non liées 4 une translocation, ne sont généralement
jamais [amiliales. Elles résultent d'une non-disjonction lors de la division méiotique
avec formation d'un gaméte porteur d'un chromosome surnuméraire (fig. 8). Une
non-disjonction en premiére division de méiose produit quatre gametes déséquili-
brés. Une non-disjonction en deuxiéme division de meiose produit deux gamétes
déséquilibrés et deux gamétes normaux. Il s'agit d'un phénomene tres fréquent,
compensé le plus souvent par Félimination précoce du concepius déséquilibre.
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Figure 8. Non-disjonction méiotique

b) Les monosomies

Elles correspondent a 'absence d'un chromosome dans les cellules d'un individu.
Les monosomies ont un efler délétere plus important sur le développement
embrvonnaire et entrainent donc des avortements trés précoces, Seule la monoso-
mie X {45,X), responsable du syndrome de Turner, peut se développer a terme et
étre viable.

F. Anomalies de structure des chromosomes

Les anomalies de la structure des chromosomes sont définies par lexistence d'une
ou plusieurs cassures chromosomiques suivies d'une reconstitution des chromo-
somes remaniés, appelés « dérivés », Ces remaniements chromosomiques peuvent
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survenir spontanément ou étre induits par des agents cassant les chromosomes
(clastogines) comme les radiations, certains virus ou certains agents chimiques.
Les anomalies de structure sont moins (régquentes que les anomalies de nombre des
chromosomes. Elles surviennent dans environ 1/1 200 naissances vivantes. Les
différents types d'anomalies de structure des chromosomes observes correspon-
dent aux translocations (fig. 9), aux délétions, duplications, inversions, isochro-
mosomes, insertions et anneaux (fig. 10).

Translocation réciproque

Translocation Roberkonienne

Figure 9. Mécanismes de formation des translocations réciprogque et roberisanienne

1. Translocations

Elles correspondent 4 des échanges de segments chromosomiques entre deux
chromosomes. Il existe deux grands wpes de wanslocations : réciprogues et
Robertsoniennes.

a) Translocations réciproques

Les translocations réciprogques sont dues a la cassure de deux chromosomes non
homologues suivie d'un échange réciprogque des segments chromosomiques cas-



Tome 2

20 Génétique

¥

v ¥

e B~
Drélction Crébétion Duplication Anneau
terminale interstitielle

0 Q Q g 0

Insertion lsoromosames
A [ A [ 1 B
030 0 Q0
c B A B
b b B A
Inversion Irvversion
pericentrique paracentricgue

Figure 10. Mécanismes de formation des anomalies de structure des chromosomes

sés, Leur fréquence est de 1/1 000 a la naissance. Tous les chromosomes peuvent
étre concernés par un tel réarrangement. Cependant, la trés grande majorité des
translocations s'opére entre deux autosomes. Les translocations impliquant un ou
deux gonosomes : translocations (Xautosome), (Y.autosome) ou (X;Y) sont
exceptionnelles. Le caryotype qui résulte d'une translocation réciproque comporte
46 chromosomes (fig. 11). La translocation est dite « équilibrée » 57l n'y a ni perte
ni exces de matériel génétque. Dans le cas contraire, la translocation est dite
« cdeséquilibrée »,
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Figure 11. Caryotype en bandes R montrant une translocation réciproque entre e bras court
d'un chramasome 9 ef le bras long d'un chromosame 11 [46 XY 1(9;11)p23;913]1.
Les fléches indiguent les chromosomes translogués

Dans environ 90 % des cas de translocations équilibrées, il n'v a pas de conséquen-
ces sur le phénotyvpe. Cependant, la ségrégation meéiotique des chromosomes
translogués peut étre & l'origine de déséquilibres chromosomigques pour la descen-
dance. Les couples dont I'un des conjoints est porteur d'une translocation récipro-
que équilibrée sont donc i risque de stérilité, de fansses-couches spontanées et
d'enfants viables malformés en fonction de la nature et de la taille des segments
transloqués. 11 est estimé que dans un couple sur six cent, Fun des partenaires est
porteur d'une translocation équilibrée.
En méiose, les chromosomes homologues sapparient normalement en bivalent,
permettant les recombinaisons génétiques entre les chromarides. Dans les cas de
translocation réciproque, la seule maniere d'appaner chaque région chromosomi-
que homologue est de former un tétravalent ou quadrivalent (fig. 12). La ségréga-
tion des chromatides a partir du térravalent peut se [aire selon les modes suivants :
* le type alterne associe soit les deux chromosomes normaux, soit les deux chro-
mosomes transloqués produisant ainsi des gametes normaunx, ou porieurs équi-
librés de la translocation parentale ;
* le type adjacent 1 associe un chromosome normal avec le chromosome translo-
qué de Vauire paire ;
* le type adjacent 2 associe un chromosome normal avec son homologue translogueé ;
* le type 3:1 associe soit un chromosome translogué transmis avec les homologues
normaux dans une cellule fille, et Fautre chromosome translogqué dans Pautre
cellule, soit un homelogue normal transmis avec les deux chromosomes trans-
loqués dans une cellule, et I'autre chromosome normal dans lautre cellule.
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Appariement de la translocation réciprogue et des chromosomes homologues sous la forme d'un
tétravalent. Le mode alterne produit des gamétes équilibrés, Les modes adjacent -1 et -2 produi-
sent des gamétes déséquilibrés. Les gamates déséquilibrés sont a lorigine de zygotes avec triso-
mie partielle et monosomie partielle des chromosomes impliqués dans la translocation.

Figure 12, Principaux modeas de ségrégation méiotigue des translocations réciproques

Dans le type alterne, aprés fécondation, les zygotes seront équilibrés. Dans les
types adjacent 1 et 2, aprés fécondation, les zygotes comporteront 46 chromoso-
mes et seront déséquilibrés. Dans la ségregation 3:1, les zygotes formés comporte-
ront 47 ou 45 chromosomes. Le type adjacent 1 est le mode de ségrégation désé-
quilibrée le plus fréquemment observé.

[Yune facon générale, les zvegoles déséquilibrés produits sont d’autant moins via-
bles que les segments qui ont été échangés sont plus grands. Le risque moyen de
deéséquilibre d'une translocation réciproque varie entre 5 et 20 % justifiant un dia-
gnostic prénatal ou méme préimplantatoire. Dans 10 % des cas, les rranslocations
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réciprogques sont associées a un phénotype anormal (mallormations, retard men-
tal). Un des mécanismes possibles est 'existence au niveau des points de cassure
d'une microdélétion non visible en caryvoiype standard ou carvotype a haute réso-
lution. Un autre mécanisme est l'interruption d'une séquence d'un géne au niveau
du point de cassure entrainant Fexpression d'une maladie dominante autosomi-
que, d'une maladie récessive liée a I'X ou d'une maladie autosomique récessive si
lautre alléle est muté. Les translocations réciproques sont aussi observées de facon
fréquente dans les processus cancéreux,

b) Translocations Robertsoniennes

Elles correspondent i la fusion de deux chromosomes acrocentriques (13, 14, 13,
21, 22) au niveau ou a proximité des centroméres. 5i la fusion se produit au niveau
des bras courts, le chromosome translogque est dicentrique. possédant deux cen-
troméres. L'un des deux centromeres est généralement inactivé, permetlant au
chromosome remanié de se COMPOorter comime un chromosome II"i'L’JI."lDL'l.'I."l'll"EL“iLI.!'.'.
Le chromosome remanié comporte dans tous les cas les bras longs des deux chro-
mosomes acrocentriques concernés, alors que les bras courts sont généralement
perdus.

Le carvolype est pourtant dit « équilibré », parce que la perte des bras courts de
deux chromosomes acrocentriques est sans retentissement sur le phénotype. En
effet, les bras courts des cing paires de chromosomes acrocentriques possédant de
multiples copies des genes codant pour 'ARN ribosomal, la perte des bras courts
de deux chromosomes acrocentriques est sans conséquence. Le caryotype d'un
individu porteur de la translocation équilibrée comporte 45 chromosomes. Les
translocations Robertsoniennes représentent les anomalies chromosomiques de
structure les plus fréquentes dans la population humaine (1/1 000 naissances),
Toutes les combinaisons entre acrocentriques ne sont pas aussi réquentes, La plus
fréquente est la translocation (13;14),

Ce type de translocation est en général sans effet sur le phénotype, mais il expose
a la constitution de gamétes déséquilibrés, pouvant étre responsables en particu-
lier de trisomies 13 ou 21 si la translocation Robertsonienne concerne Pun de ces
chromosomes. En méiose, le chromosome translogue lorme avec les deux chro-
mosomes homologues normaux un trivalent (fig. 13). Cet apparicment méiotigue
peut conduire a un déséquilibre de ségrégation on a un trouble de la spermatoge-
nése. Le risque chromosomique dépend d'une part des chromosomes acrocentri-
ques impliqués et dautre part du sexe du parent porteur de la translocation. Par
exemple, dans le cas d'une translocation (14:21), le risque de trisomie 21 dans la
descendance est de 15 % si c'est la mére qui est porteuse de la wranslocation et de
2.5 % si C'est le pere qui en est porteur. Dans le cas d'une translocation (21;21)
chez I'un des parents, le risque de trisomie 21 dans la descendance est de 100 %,
Il existe donc un risque de récurrence de trisomie lorsque 'un des parents est por-
teur d'une translocation robertsonienne.

Une autre conséquence possible des translocations Robertsoniennes est la disomie
uniparentale. La disomie uniparentale correspond a la présence chez un individu
de chromosomes homologues provenant du méme parent avec absence de coniri-
bution de l'autre parent pour le chromosome impliqué. Des anomalies du phéno-
type ont €té décrites dans les disomies parentales des chromosomes 14 et 15.
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Appariement de la translocation Robertsonienne et des chromosomes homologues sous la forme
d'un trivalent. La ségrégation en méiose | produit des gamétes équilibrés imode alterne) ou des
gamdtes deséquilibrés (mode adjacent). Les gamétes déséquilibrés sont & l'origine de zygotes tri-
somiques ou monosomiques des chromosomes impliqués dans la translocation.

Figure 13. Ségrégation meéiotique des translocations Rebertsoniennes

2. Délétions

Elles correspondent a la perte d'un segment chromosomique. Les délétions peu-
vent étre terminales ou interstitielles. Elles entrainent une monosomie partielle
pour le segment chromosomique déléé. Différents mécanismes peuvent étre a
l'origine d'une délétion. Il peut sagir de cassure chromosomique, d'une recombi-
naison inégale au cours de la méiose entre chromosomes homologues ou du resul-
tat de la malségrégation d'une translocation réciproque. Les délétions surviennent
le plus souvent de novo. Seulement 10 a 15 % des délétions proviennent de la mal-
segrégation d'un remaniement parental équilibré. Dans ce dernier cas, la délétion
peut Ere pure, ou associée a4 une trisomie partielle pour un autre chromosome.
Le retentissement sur le phénotype dépend de la waille du segment délété et de son
contenu génique. Sur un autosome, le retentissement phénotypique est souvent
important. L'emploi des techniques de bandes en haute résolution a permis de
décrire un certain nombre de microdelétions chromosomiques associées a des syn-
dromes particuliers. Les phénotypes de ces syndromes sont dus 4 la perte d'un ou
plusieurs génes a expression soit autosomigque dominante, soit récessive, ou bien
lice a l'empreinte génomique. 5i le géne est a expression auntosomique dominanie,
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la perte du géne sur lautosome déleté entraine 'expression du phénotype. Par
exemple, Ia délétion 11p13 emporte le gene PAX-6 dont 'hémizygotie est respon-
sable de l'aniridie (absence d'iris). Le gene déléte est dose sensible, de sorte que
I'haploinsuffisance survient parce que 50 % de 'activité provient exclusivement de
la copie du gene restant. Si le géne est a expression autosomigue récessive, le trait
phénotypique apparait lorsque le pene est delété sur un des autosomes el muté sur
l'autosome homologue. Par exemple, la tumeur de Wilms n'apparait que si une
mutation somatique sur l'autosome homologue est associée 4 la délétion 11pl3. La
délétion du géne démasque un allele récessil au niveau de la copie du gene restant.
Si le géne est soumis a Pempreinte génomigue, le phénotype apparait lorsque le
géne est déléé sur un chromosome et non exprimé car soumis a l'empreinte sur le
chromosome homologue. Les signes cliniques sont dus a la délétion de la copie
fonctionnelle d'un géne soumis 4 empreinte génomique. Cela est observé pour les
délétions de la région chromosomique 15ql1-gql2 dans les syndromes de Prader-
Willi et d'Angelman. La microdélétion chromosomigue est observée sur le chro-
mosome d'origine paternelle dans le syndrome de Prader-Willi et sur le chromo-
some d'origine maternelle dans le syndrome d'Angelman. Ainsi, bien que ces deux
s}rndmmes soient associés a une délétion de la méme région ::11rmnn:-‘.mnique, les
phénotypes (retard mental, troubles du comportement, dysmorphie) different.
Les patients avec une microdélétion chromosomique présentent souvent des
signes cliniques caractéristiques, bien qu'il puisse exister des variabilités cliniques
entre les individus atteints.

En cancérologie, une délétion acquise peut éire responsable de la perte d'un gene
suppresseur de tumeur et entrainer une prolifération tumorale, comme dans le
rétinoblastome,

Les microdélétions peuvent étre observées par lanalyse chromosomigue en haute
résolution. Cependant, certaines délétions ne peuvent étre visualisées par ces wech-
niques et nécessitent ['utilisation de la cytogénetique moléculaire avec des sondes
d'ADN. Les techniques d'hybridation in situ permettent de caractériser les micro-
delétions avec des sondes d'’ADN speéciliques de la région chromosomigue impli-
gquée dans le syndrome. Lexistence d'une microdélétion chromosomique se ra-
duira par labsence d'un signal d'hybridation sur 'un des chromosomes
homologues, Ces techniques ont remplacé les techniques de haute résolution. Le
choix de la technique dépend aussi de I'anomalie. Une délétion sera recherchée par
hybridation in situ et une disomie parentale sera caractérisée par l'utilisation de
margqueurs polymorphes par PCR.

3. Chromosomes en anneau

[ls correspondent & des déletions plus ou moins étendues an nivean des deux
extrémités d'un chromosome suivi dun recollement du segment intermédiaire
aboutissant a la formation d'une structure annulaire. 11 en résulte une monosomie
partielle pour les segments délétés. Les chromosomes en anneau sont des anoma-
lies chromosomiques rares mais ils ont é1¢ ohservés pour tous les chromosomes
humains. Les chromosomes en anneau sont des structures instables au cours des
mitoses, entrainant la lormation de cellules sans chromosome en anneau ou avec
plusieurs chromosomes en anneau.
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4. Inversions

Les inversions correspondent a une rotation de 180° d'un segment chromosomique au
niveau d'un chromosome. Leur fréquence est de 0,1 2 0,.3/1 000. Une inversion néces-
site pour se produire deux points de cassure au niveau du chromosome. Les inver-
sions peuvent &re paracentriques lorsque les points de cassure sont situés sur le méme
bras du chromosome, ou péricentriques lorsque les points de cassure sont situés de
part et d'autre du centromére et impliquent donc les deux bras du chromosome,

Les inversions équilibrées, comme dans le cas des translocations, sont en général
sans effet sur le phénotype, mais comportent des risques d’anomalies chromoso-
migques pour la descendance. Pour satislaire aux contraintes d'appariement des
segments inversés et des segments non inversés, le chromosome inversé et son
homologue forment en prophase de méiose | une image en boucle. Les inversions
peuvent se déséquilibrer par un mécanisme méiotique particulier, Faneusomie de
recomhinaison, dii a une recombinaison se produisant dans le segment chromoso-
mique inverse. 5'il n'y a pas de recombinaison a la méiose dans le segment inversé,
la moitié des gametes comportera le chromosome inversé et l'autre moitié le chro-
mosome homologue normal. §1l se produit une recombinaison dans le segment
chromosomique inversé, les chromosomes recombinés comporteront soit une
duplication, soit une délétion.

a) Inversion paracentrique

Les inversions paracentrigues les plus fréquemment observées sont les inversions
paracentriques des chromosomes 1, 3, 3, 7, 11 et 14. Les sujets porteurs d'une
inversion paracentrique ont peu de risque pour leur descendance. En méiose, les
segments homologues des deux chromosomes homologues sapparient et formem
une boucle d'inversion. Leur descendance vivante est pratiquement pour moitié de
sujets a caryolype normal et pour lautre moitié de sujets porteurs de 'anomalie
¢quilibrée. Dans les inversions paracentrigques, les aneusomies de recombinaison
aboutissent & un bouleversement trés important de architecture chromosomique
(chromosome dicentrigue ou chromosome acentrique) et les déséquilibres obte-
nus sont genéralement non viables.

Le mode de dépistage des inversions paracentrigues est le plus souvent fortuit ou
par ordre décroissant de fréquence, le fait de fausses-couches, d'enfants handica-
pés ou dinfertilite.

b) Inversion péricentrique

Certaines inversions péricentriques sont trés {réquentes. L'inversion du chromo-
some 2 [inv{l}{pllqlf-l}l est I'inversion la plus souvent observée en France, liée a
la population juive originaire d'Afrique du Nord. De méme, 'inversion péricentri-
que du chromosome 9 [inv(9){pllgl3)] existe chez un individu sur quatre cents
environ, avec de grandes wvariations géographiques. Linversion du chromo-
some Y [inv(Y}] existe chez un a 2/1 000 hommes.

Dans les inversions péricentriques, les aneusomies de recombinaison a la méiose
aboutissent a la duplication de I'un des segments non inversé et a une délétion de
l'autre responsable d'une duplication-déficience soit viable (handicap a la nais-
sance), soit létale (fausse-couche).
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5. Isochromosome

Les isochromosomes correspondent a des chromosomes comportant deux bras
identiques. 1l existe donc une perte d'un bras entier d'un chromosome et une
duplication de lautre bras. I en résulte une monosomie pour le bras perdu et une
trisomie pour le bras dupliqué.

L'isochromosome le plus frequemment observé dans l'espece humaine est l'isochro-
mosome du bras long du chromosome X [i{Xq)]| responsable d'un syndrome de
Turner. D'autres isochromosomes ont ¢t¢ décrits, comme l'isochromosome du bras
court du chromosome 12 [i{12p)]| responsable du syndrome de Pallister-Killian.
Les isochromosomes sont aussi fréquents dans les tumeurs solides et les lencé-
mies, comme lisochromosome du bras long du chromosome 17 [i(17q}] dans la
leucémie myéloide chronigue.

Il existe plusieurs mécanismes possibles de lormation d'un isochromosome. 1l peut
sapir d'une cassure-délétion de deux chromatides sceurs dans une région péricen-
tromérique avec recollement en U, ou bien d'une translocation d'un bras chromo-
somigue sur la chromatide sceur ou le chromosome homologue au niveau de la
région péricentromerique.

6. Insertion

Une insertion correspond a la cassure d'un fragment chromosomique, avec recolle-
ment des régions Manquantes et translocation du fragment chromosomique 4 un autre
endroit, soit sur le méme chromosome, soit sur un autre. Une insertion est directe si
le fragment conserve son orientation par rapport au centromere. Elle est inversée sila
bande la plus proximale du fragment se retrouve la plus éloignée du centromére.
Cette anomalie chromosomique peut rester équilibrée et stable dans les cellules soma-
tiques au cours des générations cellulaires. Elle est cependant trés instable en méiose.

7. Duplication

Une duplication correspond a un dédoublement d'un segment chromosomique. Les
duplications peuvent résulter d'une recombinaison inégale au cours de la méiose,
Elles peuvent se produire en tandem ou de facon inversée. En tandem, le fragment
dupliqué conserve la méme orientation que le fragment original. De facon inversée, il
prend une orientation inverse du fragment original. Les duplications sont responsa-
bles de trisomie partielle pour la région chromosomique dupliquée. Le phénotype est
dépendant de la wille et du contenu génique du segment chromosomigue dupligué,

8. Chromosome dicentrigue

Un chromosome dicentrique est un chromosome possédant deux centromeéres. Le
mécanisme de formation peut érre d a la fusion de deux chromosomes ou de deux
chromatides sceurs au niveau de leurs extrémiés.

9. Remaniements chromosomiques complexes

Les remaniements chromosomigques complexes sont des anomalies chromosomi-
ques impliquant plus de deux chromosomes etfou plus de trois points de cassures.
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Ces anomalies chromosomiques se rencontrent fréquemment dans de nombreuses
tumeurs solides et lymphomes.

10. Marqueur

Les chromosomes marqueurs sont des petits fragments chromosomiques non
identifiables par les techniques de marquage en bandes. 1ls sont habituellement
surnuméraires au complément chromosomique normal,

Ils peuvent étre avec ou sans retentissement phénotypique, posant des problémes
importants de conseil génétique en diagnostic prénatal. 1ls peuvent dériver de
n'importe quel chromosome, mais ont pour origine les régions centromériques des
chromosomes acrocentriques le plus souvent en cytogénétique constitutionnelle,
lls somt fréquents et de aille variable dans les processus cancéreux. Les études par
FISH ont montré gu'ils correspondaient souvent a des remaniements chromosomi-
ques complexes dans les cellules tumorales.

11. Chromosomes double minute, HSR

Les chromosomes double minute correspondent a de trés petits éléments chromao-
somiques supplémentaires, généralement trés nombreux. Une région HSR (homo-
geneously staining region) correspond a une région de coloration homogene et de
taille variable, souvent importante, présente au sein d'un ou plusieurs chromaoso-
mes. Expérimentalement, les HSR peuvent se rencontrer aprés une exposition
chronique a certains toxiques. Les chromosomes double minute et les HSR sont
associés a la présence d'une amplification génigue importante. s sont observés au
cours des processus cancéreux, en particulier dans les tumeurs solides,

W. Sites fragiles

Les sites (ragiles correspondent a des lacunes ou des cassures des chromosomes, loca-
lisées de [agon non aléatoire. Les sites fragiles peuvent étre induits par Taction de
diverses substances et conditions de culture. Certains sites fragiles, comme le site fra-
gile localisé en Xq27 correspondant au syndrome de I'X fragile, peuvent &ire associés
a des anomalies phenotypiques. Cependant, de nombreux sites fragiles non associés
a des anomalies du phénotype sont considérés comme des variants chromosomigques,

WI. Polymorphisme du caryotype humain

Il existe des variations normales de la morphologie de certains chromosomes
humains, qui sont qualifiées de polymorphismes pour traduire l'absence d'associa-
tion a des anomalies phénotypiques. Un polymorphisme chromoesomique est
transmis comme un caractere mendélien codominant et peut étre utilisé comme
marqueur dans les études familiales. Les polymorphismes les plus fréquents chez
I'nomme concernent la taille des régions hétérochromatiques, en particulier des
chromosomes 1.9, I6 et Y.
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WII. Incidence des anomalies chromosomiques

La fréquence des anomalies chromosomiques dans les avortements spontanés est
d'an moins 50 %. L'anomalie la plus [réquemment observée dans les avortemenis
spontanés est la monosomie X. Les autres anomalies des chromosomes sexuels fré-
quentes a la naissance sont rarement observées dans les avortements spontanés.
Au contraire, la trisomie 16, la plus [réquente des wisomies dans les avortemenis
spontanés, n'est jamais observée a la naissance.

L'incidence des anomalies chromosomiques feetales est liée a I'age maternel qui en
augmente le risque. Les risques d'avoir un enlant trisomique 21 2 la naissance sont
de 0,07 %, 0.1 %, 0.3 %, 1%, et 4,5 % pour une [emme dgée respectivement de
25 ans, 30 ans, 35 ans, 40 ans ¢t 45 ans.

L'incidence des anomalies chromosomigues chez les nouvean-nés est d'environ
0,7 % et chez les enfants décédés dans la période périnatale d'environ 7 %.
L'incidence des anomalies des chromosomes sexuels est de 1/400 hommes et de
1/650 femmes. Les anomalies les plus fréquentes sont 47 XXY ; 47 XYY ; 47 XXX ;
45X,

Les anomalies chromosomiques autosomiques les plus fréquentes sont les triso-
mies des chromosomes 13, 18 et 21. La trisomie 21 est 'anomalie chromosomigque
la plus fréquente qui atteint 1/700 nouveau-nés.

Le risque de récurrence de trisomie 21 aprés la naissance d'un enfant atteint est
denviron 1 %, Il est de 1,4 % pour les méres dgées de moins de 30 ans et similaire
au risque lié a 'age maternel pour les meres plus agees.

WIII. Indications du caryotype

En pathologie humaine, les indications du carvotype sont trés nombreuses que ce
soit pendant la période prénatale, a la naissance, durant 'enfance, a la puberté,
chez les adultes en dge de procréer ou dans les processus cancéreux.

A. Caryotype en période prénatale

Les analyses de cytogénétique prénatale ne peuvent étre pratiguées que dans les
laboratoires agréés. Les agrémenits sont définis par I'Agence de la hiomédecine.
Au stade embryonnaire, I'analyse chromosomique est effectuée a partir de blasto-
meéres biopsiés sur un embryon de six a huit cellules an troisieme jour de culiure
in vitro. L'analyse chromosomique est réalisée en interphase en utilisant des son-
des chromosomiques. Les indications du diagnostic préimplantatoire cytogénéti-
gque en France correspondent au diagnostic de sexe pour les maladies génétiques
lices a I'X et I'analyse chromosomique des embryvons chez les couples dont I'un des
parents est porteur d'une translocation.

En période feetale, le caryotype est eflectué a partir de cellules leetales recueillies
par biopsie de villosités choriales ou choriocentese (neuf a douze semaines d’amé-
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norrhée), par ponction de liquide amniotique ou amniocentése (a partir de treize

semaines d'ameénorrhée) ou par préléevement de sang feetal ou cordocentése (a par-

tir de 18 semaines d'aménorrhée).

Plusieurs populations de femmes enceintes a risque d'avoir un feetus atteint d'une

anomalie chromosomigue ont été délinies. Ainsi, un caryotype feetal est indiqué et

pris en charge par la Sécurité sociale lorsqu'il existe :

* un remaniement chromosomique équilibré chez I'un des parents |

» une anomalie chromosomique dans la fratrie |

* une maladie génétique lide a I'X ;

* un antécédent de gmssesse[s} avec anomalie c‘.hmmnmmiquc .

* un signe d'appel échographique (malformations fcetales, retard de croissance
intra-utérin, anomalies du volume de liquide amniotique) ;

* un risque de trisomie 21 lié aux marquenrs sériques (fHCG) supérieur a 1/250 ;

* un dge maternel supérieur ou égal 4 38 ans.

B. Caryotype en période postnatale

Les anomalies chromosomiques sont responsables d'un grand nombre de maladies

génétiques constitutionnelles et sont impliquées dans les causes de mallormations,

des retards mentaux et des échecs de reproduction. Un caryotype peut éire indiqué

a différents moments de la vie lors

* du bilan d'un retard de croissance, d'un svndrome polymallormatif et/ou d'une
dysmorphie chez un enfant ;

* d'une ambiguité sexuelle ;

* d'une anomalie du développement pubertaire ;

* du bilan d'un retard mental, de roubles du comportement ou d'un retard des
acquisitions ;

* d'une étude familiale d'un patient présentant un remaniement chromosomique
pour déterminer son caractere hérité ou de novo |

* d'un bilan d'hypofenilité, de fausses-couches a répétition.

Pour toutes ces indications, le caryotvpe est le plus souvent réalisé a partir de sang

périphérique prélevé sur tube hépariné. 11 peur également étre réalisé a partir de

fibroblastes préleves par biopsie de peau.

* dans le bilan étiologique des morts feetales in utero. Le caryotype est réalisé soit
a partir d'un prélevement de placenta, soit a partir de biopsie de tissu feetal.

C. Recherche d’anomalie chromosomique acquise

Un caryotype peut étre réalis¢ dans les processus cancéreux (cancers, leucémies)
ou apres exposition a des agents chimiques on radiations ionisantes.

Depuis la découverte du chromosome Philadelphie en 1960, di 4 une transloca-
ton acquise (922} qui caractérise la leucémie myéloide chronigue, des anomalies
cvlogenéliques non aléatoires ont é1¢ découvertes dans la plupart des hémopathies
malignes. L'étude du caryotype des cellules malignes dans les leucémies aprés
ponction de moelle osseuse présente un interét diagnostic et pronostique.
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L'essentiel de la question

Le caryotype permet de mettre en évidence des anomalies chromosomigues de nom-
bre ou de structure.

Le caryotype standard peut é&tre réalisé & partir de n'importe guelle cellule nucléée
en division. L'utilisation des techniques de cytogénétique moléculaire avec des son-
des chromosomiques permet I"analyse des chromosomes dans les cellules quel que
soit le stade du cycle cellulaire. Ces techniques permettent de mettre en évidence
des remaniements chromosomiques non visibles en cytogénétique classique.

Le caryotype normal dans l'espéce humaine comporte 46 chromosomes, dont
22 paires d'autosomes et une paire de gonosomes (X,Y). La formule chromosomique
s'écrit respectivement chez la femme et chez I'homme 46 XX et 46, XY.

Les anomalies chromosomigues peuvent étre constitutionnelles ou acquises, homo-
Eenes ou en maosalque.

La trisomie 21 et les anomalies de nombre des gonosomes sont les seules anomalies
de nombre des chromosomes viables & long terme.

Les translocations sont les anomalies de structure des chromosomes les plus fré-
quentes,

Les indications du caryotype relévent & la fois de la pédiatrie, de I'obstétrique, de
I'endocrinologie, de la gynécologie, de |'assistance médicale & la procréation, de la
feetopathologie, de I'hématologie et de la cancérologie.

Les anomalies chromosomigues sont responsables de troubles de la fertilite, d'un
nombre important d avortements précoces, de morts feetales et néonatales, de mal-
formations congénitales, de retards mentaux, d'anomalies de la croissance et de la
différenciation sexuelle, de leucémies et de cancers.

Pour en savoir plus
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’T Modes de transmission des maladies
héréditaires monofactorielles

A. Arbre genéalogique

Le mode de transmission d'une maladie se déduit de la répartition des sujets sains
et atteints au sein d'une méme famille. L'arbre généalogique résume cette informa-
tion, qui doit étre la plus précise possible. Les arbres généalogiques sont wracés en
utilisant différents symboles reproduits en figure 1.

! dlécids
1 3

hitérozypoate RLX I I

i hétérozygotes
I 3 F L5 b |7 B 9 RA
wans enfant 2 union
[} I
f 2

fausse jurmeaus jummeas

couche _ dizygotes MONOZyRoTes
LA O :Il'ﬁ-'l.l'lgu 1ne

iV i [(5] :“l;? :

[AlLE LaLE nie

enfant  enfant  eniant )
atteint  adopté 4 naitre } gargons

Les différentes géndrations sont numérotées en chiffres romains, Les différents individus d'une
genération sont numeérotés en chiffres arabes. Les symboles noirs [l et @ indiquent respective-
ment les sujets masculins et féminins porteurs de la maladie. Une fleche (#) désigne le proposant
ipropositus, cas index) avant permis le recensement de La familie. Dans le cas des maladies réces-
sives autosomigques (RA), les sujets hétérozvgotes sont symbolisés L8 ou (.

Figure 1. Symboles utilisés powr la constitubon des arbres gengalogiques

B. Hérédité récessive autosomigue

C'est un mode d'hérédite lice aux chromosomes non sexuels (autosomes), Seuls
les sujets possédant les deux alleles mutés dun méme géne sont malades. Les
sujets malades peuvent présenter deux mutations identiques sur les deux alléles
du gene et sont homozygotes pour le géne morbide. 1ls sont également trés souvent
porteurs de deux mutations différentes du méme gene et sont qualifiés dhétéro-
Zygoles composites.
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1. Mode de transmission

La transmission de la maladie présente un aspect horizontal (fig. 2). Le sujet
malade est homozygote ou hétérozygote composite pour le géne morbide. Ses
parents sont tous deux hétérozygotes pour le géne morbide et ont un phénotype
normal. Il n'existe pas de prépondérance d'un sexe chez les sujets ateinis. Lors de
I'union de deux hétérozygotes pour le géne morbide, un sujet sur quatre est
malade, un sujet sur deux est hétérozygote et présente un phénotype normal, un
sujet sur quatre ne présente aucune mutation (répartition 1/4, 172 1/4). La descen-
dance d'un sujet malade présentera un phénotype normal, sauf en cas dunion avec
un sujet homozygote malade (100 % de la descendance malade) ou avec un sujet
hétérozygote (50 % de la descendance malade).
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Figure 2. Exempie de transmission récessive autosomigue

2. Fréquence des génotypes, loi de Hardy Weinberg

La loi de Hardv Weinherg donne la [réquence des génotypes homozygotes on hété-
rozygotes en fonction de la fréquence des alleles sain (A) ou mute (a) d'un gene.
Cette loi n'est applicable que si les mariages ont lieu au hasard {panmixie).
p = [réquence de l'allele A
q = [réquence de Fallele morbide a
flAA) = p* = [requence des homozygotes pour A
f(aa) = q* = fréquence des homozygotes pour a
f(Aa) = 2pq = fréquence des hétérozygotes Aa
p+q=1
Si la [réequence de la maladie dans la population est connue, il est possible d'en
déduire la fréquence de l'allele morbide q.
Exemple : la mucoviscidose touche 1 naissance sur 2 500.
q' = 1/2 5300 — q = frequence de Pallele morbide = /172 500,
q=1/50
La Iréquence des hétérozygotes dans cette population est donc 2pg = 2q = 1/23
car p =1 —q #1 (car q est [aihle)



Tome 2

Ganétique

Un individu sur 25 est donc porteur du géne morbide a I'état hétérozygote.

Deux phénomenes tendent @ modifier la fréquence des génotypes @ la sélection
(maladie incompatible avec la reproduction) et les mariages non panmictiques
(consanguinité et homogamie, ¢'est-d-dire le croisement entre sujets de méme phé-
notype).

Denx sujets appareniés, c'est-a-dire ayant au moins un ancétre commun vérifiable,
sont consanguins. La consanguinité augmente la probabilité que deux conjoints
soient hétérozygotes pour un méme géne récessil et, par conséquent, la fréquence
des homozygotes pour ce géne dans leur descendance. La consanguinité parentale
pour une alfection autosomique récessive est d'autant plus lréquemment retrouvée
que la maladie est plus rare.

3. Quelgues exemples de maladies récessives autosomiques

Il [aut citer hémochromatose héréditaire touchant les populations du nord de
I'Europe (fréquence de la maladie : 1/300), la mucoviscidose — particulierement
fréquente dans notre pays (1/2 500) —, le déficit en @l antitrypsine (173 500), la
drépanocytose, les thalassémies, I'amyotrophie spinale infantile (1/10 000}, la
phényleétonurie (1/10 000}, la maladie de Wilson (1/40 000).., La grande majo-
rité des maladies métaboliques est également de transmission récessive autosomi-
I:l'L'I.E.

C. Hérédité dominante autosomique

C'est un mode d'hérédité liée aux autosomes. En génétique humaine, un caractére
pathologique est dominant lorsqu'il apparait chez les sujets hétérozygotes. Si A est
l'allele normal et a lallele délétére, un sujet de génotype Aa est malade et le
sujet AA est sain. L'état homozygote aa est le plus souvent inconnu a cause de la
rareté des mariages donnant naissance a de tels sujets ou a cause de la gravité
extréme, voire lewalité in utero de I'état homozygote. Dans quelques cas, les
sujets AA et Aa ont le méme phénotype, ce qui délinit au sens strict le caractére
dominant d'une maladie.

1. Mode de transmission

La transmission est verticale sans saut de génération (fig. 3). Le sujet atteint est,
dans la plupart des cas, héwtrozygole pour le géne pathologique considéré, Tout
sujet atteint posséde un parent atteint. Le plus souvent, le sujet atteint est issu
d'une union entre un sujet normal AA et un sujet hétérozygote atteint Aa. L'union
entre deux hétérozvgotes atleints est (rés rare.

Il n'existe pas de prépondérance d'un sexe chez les sujets atteints puisque la trans-
mission de la maladie est indépendante du sexe. Le sujet atteint Aa transmet la
maladie & un enfant sur deux pour les enfants issus de I'union la plus fréquemment
rencontrée (répartition 1/2, 1/2).
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Figure 3. Transmission dominante aufosomigue

Les critéres de reconnaissance d'une maladie dominante autosomique se déduisent
sans difficulté de Farbre généalogique présente en figure 3. Cependant, ces regles
de transmission peuvent étre prises en défaul dans certaines circonstances,

2. Pénétrance et expressivité
La pénétrance d'un gene est le pourcentage de sujets qui, porteurs du gene, en pre-
sentent les manifestations phénotypiques. La pénétrance est définie par le rapport
Nombre d'hétérozypotes Aa malades % 100
Mombre total d'hétérozygotes Aa

Si tous les sujets porteurs d'une mutation délétere du gene morbide sont atteints,
la pénétrance du gene est de 100 %, Dans certains cas, la pénétrance peut &re
incompléte, comme dans la polypose recto-colique (pénétrance = 80 %),
L'expressivité d'un géne est la maniére dont celui-ci se manifeste dans le phéno-
type lorsqu'il s'exprime. Cette expressivité dépend de facteurs propres a lindividu
(« fond génétigue ») et de influence du miliew environnemental. Les principaux
facteurs qui modulent l'expressivité sont I'dge, le sexe, le sexe du parent transmet-
teur, les interactions géniques (genes modificateurs).

Pénétrance incompléte et expressivité variables expliquent que, dans certaines
situations d’hérédité dominante antosomigue, un sujet sain puisse engendrer des
enfants malades ou que des sujets dune méme famille soient touchés dune
maniére plus ou moins sévére.

On peut rapprocher le phénoméne de pénétrance incomplete ou d'expressiviie
variable de celui de l'anticipation. 1l v a anticipation si age dapparition dune
maladie dominante est de plus en plus précoce au cours des générations successi-
ves, ce qui saccompagne habituellement dune accentuation de la gravité de la
maladie, comme dans le cas de la dvstrophie mvotonique de Steinert. 1l sagit de la
maladie musculaire la plus frequente de 'adulte puisqu'elle touche 1/7 000 sujet.
C'est une allection caractérisée par une expressivité variable quant a I'age de sur-
venue des premiers signes cliniques, la rapidité dévolution et le type de sysieme
impliqué. Allant d'une simple cataracte ou d'une calvitie 4 des anomalies muscu-
laires (myotonie, amyotrophie) progressivement déteriorantes, associées a une
atteinte cardiaque, des troubles du comportement et des troubles endocriniens
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avec atteinte gonadigue et stérilité, cette maladie peut survenir trés précocement
chez le nouveau-né. Cette forme dite « néonatale » est caractérisee par une hypo-
tonie sévere géneralisée avec détresse respiratoire, des mallormations articulaires.
Cette maladie fait partie de lensemble des maladies dues a une expansion de tri-
plets (voir « Expansion des triplets » ).

3. Néomutations

Il peut arriver qu'un sujet atteint d'une maladie dominante autosomique naisse de
parents indemnes. 11 s'agit alors d'une néomutation dans une cellule germinale
d'un des deux parents. Le cas le plus [réguent est rencontré dans l'achondroplasie.
Il s'agit d'un nanisme dysharmonieux avec intelligence et fonctions gonadiques
tout 4 fait normales. La mutation responsable de 99 % des achondroplasies a ¢té
identifiée dans le gene FGFRI sur le chromosome 4pter. 1l sagit dune mutation
ponctuelle entrainant le changement glycine-arginine en position 380 de la pro-
téine. La [réquence de cette maladie est estimée a 1/15 000, la pénétrance est com-
plete. Dans neul cas sur dix, il s'agit d'une néomutation. Dans la descendance du
sujet porteur du géne muté, on retrouve les critéres de reconnaissance d'une mala-
die autosomique dominante.

4, Quelgues exemples de maladies dominantes autosomigues

Il faut citer hypercholestérolémie familiale (1/500), la neurofibromatose de type |
(1/3 000}, la dystrophie myotonique de Steinert (1/7 (00], la maladie de Hunting-
ton {1/10 000), lostéogenese imparfaite (1/10 000}, ..

D. Hérédité récessive liée au chromosome X

L'hérédité lice au chromosome X est déterminée par un géne porté par le
chromosome X. Elle est dite récessive lorsque le géne morbide ne s'exprime pas a
I'état hétérozvgote chez la femme. Le caractére récessif lie a I'X s'exprime toujours
chez 'homme hémizygote mais ne s'exprime en théorie qua 'état homozygote
chez la femme, ce qui correspond a une sitnation rare, Dans quelques cas, les fem-
mes conductrices peuvent exprimer des signes cliniques et biologiques de la mala-
die récessive lice a I'X. Ceci tient vraisemblablement au fait que linactivation clo-
nale au hasard de M'un des deux chromosomes X chez la femme (théorie de Mary
Lyon, 1949) s'exercerait principalement vis-a-vis de I'X sain chez ces femmes.

1. Regles de transmission

Les maladies récessives lides aux chromosomes X touchent les hommes et sont
transmises par les femmes conductrices (hétérozygotes) apparemment saines
(fig. 4). Les géenes impliqués dans les maladies RLX sont localisés sur le chromo-
some X. Les sujets arteints sont le plos souvent des garcons (hémizyvgotes). Les
femmes hétérozygotes sont habituellement asympromatiques. Cependant, certai-
nes peuvent exprimer la maladie avec une sévérité variable (inactivation du chro-
mosome X Toutes les [illes d'un homme atteint sont vecirices de la maladie alors
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que tous les gargons sont sains (la transmission pere-fils n'existe pas). Le fils d'une
fermme hétérozygote présente un nisque de 50 % d'hériter de la maladie,
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Figure 4. Arbre géneéalogique d'une maladie récessive l1ee au sexe : maladie de Hunter,
due a un déficit en al-induronate sulfatase. Les femmes conductrices sont représentées
par le symbole &

2. Néomutations

Il existe un taux élevé de néomutations pour certains génes poriés par le

chromosome X (myopathie de Duchenne, hémophilie A), rendant ainsi la maladie

accidentelle. Cependant, il faut considérer la maladie comme héréditaire pour la

descendance du sujet atieint.

L'analyse de I'arbre généalogique permet de distinguer les vectrices obligatoires et

les vectrices potentielles.

Vectrice obligatoire

e fille d'un pere malade ;

» mére d'un seul garcon malade avec amécédents familiaux.

Vectrice potentielle

* mére d'un garcon malade sans antécédents familiaux ;

* femme ayant des antécédents familiaux mais n'ayant pas encore donné naissance
a un garcon malade.

3. Quelques exemples de maladies récessives liées a I'X

Il faut citer la myopathie de Duchenne de Boulogne ( 1/3 500 garcons), les diffe-
rentes formes d'hémophilies (hémophilie A [ 175 000 gargons], hémophilie B), le
déficit en G6PDH, l'adrénolencodystrophie (1720 000 garcons). ..

E. Hérédité dominante liée au chromosome X

Il s'agit d'un mode de transmission plus rare que ceux précédemment décrits.
L'hérédité lice a I'X est dite « dominante » lorsque le géne morbide sexprime a
I'état hétérozygote comme a I'état homozygote chez la femme, ou hémizygote chez
I'homme.

La transmission se [ait de maniere vertcale. 5i la ransmission de la maladie est
ellectuée par le pere, toutes les filles seront aneintes et tous les garcons seront

B
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sains - il n'y 4 jamais de transmission pere-lils (caractére distncul vis-a-vis de la
transmission dominante autosomique). 5i le transmetteur est la meére, un enfant
sur deux sera atteint, quel que soit le sexe.

Les affections dominantes lides a I'X s'expriment habituellement de [agon plus sévire
chez le garcon que chez la fille. Certaines sont létales chez le garcon in utero, comme
dans lincontinentia pigmenti, et ne paraissent donc exister gue chez la fille {fig. 5).

DRI
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Figare 5. Arbre ganéalogique d'une maladie dominante liée & |'X : I"inconfinentia pigrmenti.
La maladie est letale chez le fetus male mais compatible avec |a vie et la reproduction
chez les sujets de sexe féminin

Comme dans les maladies dominantes autosomiques, la pénétrance peut étre
incompléte et Vexpressivité variable. Cest le cas du syndrome de I'X fragile
(1/1 300 naissances de garcons, 1/2 500 naissances de filles) dont la pénétrance est
de 80 % chez le garcon et 30 % seulement chez la fille.

F. Hérédité liée au chromosome Y (ou hérédité holandrique)

Un caractére lié au chromosome Y se transmet d'un sujet de sexe masculin a tous
ses fils, ces derniers avant regu le méme chromosome Y de leur pere. Mais on ne
connait pas de caractéres pathologigues a transmission holandrique. En effer, le
chromosome Y posséde des génes dont le produit de l'expression est impliqué dans
la différenciation sexuelle et toute mutation délétere a leur niveau entraine une
stérilité masculine (les mutations du géne SRY sont les mieux connues).

G. Hérédité mitochondriale

La majorité des polypeptides de la chaine respiratoire est codée par le génome
nucléaire, synthétisée dans le cytoplasme et importée dans la mitochondrie, En
revanche, treize d'entre eux sont codés par le génome mitochondrial. Cet ADN
mitochondrial (ADNmt) est localisé dans la matrice mitochondriale et comporte
également 22 ARNu et 2 ARNr, éléments nécessaires pour sa propre traduction.

1. Régles de transmission

Chez 'homme, 'ADNmt est transmis selon le mode maternel. Seules les mitochon-
dries de U'ovocyte sont transmises, celles du spermatozoide ne pénetrent pas dans
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Feeul ou sont dégradées durant la fecondation. Ainsi, les meres ransmettent leur
ADNmt a tous leurs enfants. Les filles a leur tour transmettent leur ADNmt a la
génération suivante. En revanche, les hommes ne transmettent jamais leur ADNmt
(fig. 6).

Chaque cellule humaine posséde de nombreuses mitochondries et chaque mito-
chondrie, plusieurs copies d’ADNmI. Une méme cellule, on une méme mitochon-
drie, peut contenir a la fois des molécules normales et des molécules mutées - on
parle d'hétéroplasmie. Au cours des divisions cellulaires, les molécules normales
et mutées sont distribuées au hasard dans les cellules filles {ségrégation mitoti-
gue). La proportion des deux especes moléculaires peut done étre wes variable
d'une cellule a l'autre. Aussi, I'étude génétique des maladies mitochondriales est
souvent déroutante car les enfants d'une méme [amille ne sont pas forcément tous
atteints. En effet, bien que porteuse de la mutation de 'ADNmt, la proportion de
molécules mutées peut varier d'un individu a I'autre, d'un tissu a 'autre, d'une cel-
lule a l'autre, et donner lieu a des phénotypes wrés différents.

- 20
Bom UOLULUUOCeONOON NORE

Figure 6. Exemple d'hérédité maternelle rencontrée dans certaines maladies mitochondriales.
Les méres transmettent leur ADNmt muté a tous leurs enfants

2. Quelques exemples de maladies a héredité maternelle

Des délétions, des mutations ponctuelles de FADNmt ont été retrouvées dans de
nombreux syndromes ou associations : délétions dans le syndrome de Kearns et
Sayre, de Pearson, dans des associations diabete-surdité, mutations ponctuelles
dans l'atrophie optique de Leber, les syndromes NARP (neurogenic ataxia, retinitis
pigmeniosa), MERRF (mvoclonic epilepsy, ragged-red fibers), MELAS (mitochon-
drial encephalopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes) . ..

F_I‘I. Mécanismes de transmission
des maladies heréditaires monofactorielles

Le terme de mutation désigne tout changement du matériel héréditaire survenant
soit dans la lignée germinale {mutations germinales) soit dans les cellules somati-
ques (mutations snmaliques}. Seules les mutations gemlinales peuvent étre trans-
mises a la descendance et sont a l'origine des maladies héreditaires. Les mutations
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sont dans la majorité des cas spontanées, mais elles peuvent également étre indui-

tes par exposition a des agents mutagénes.

Il est possible de distinguer trois grandes classes de mutations :

* les mutations nucléotidiques par remplacement d'une base ;

* les insertions-délétions de quelques nucléotides incluant les expansions de répé-
titions trinucléotidiques ;

* les remaniements géniques qui regroupent les grandes délétions et insertions,
duplications, inversions, conversions génigues.

A. Différents types de mutations

1. Remplacement d'une base : substitution nucléotidique

On distingue les transitions (remplacement d'une base pyrimidique [C ou T] ou
purique [A ou G] par une autre base de méme type) des transversions (remplace-
ment d'une base purique par une base pyrimidique ou inversement). Les transi-
tions sont en moyenne deux fois plus fréquentes que les transversions, alors que
l'inverse serait attendun si le changement de bases s'effectuait au hasard. En effet,
chague base peut théoriquement subir deux transversions et seulement une tran-
sition. L'exces de transition est probablement di a la combinaison de propriéiés
des ADN polymérases (incorporations erronées plus [réquentes dune base de
méme nature lors de la réplication) et de celle des systemes de correction (une
incorporation erronée de type transversion entraine une anomalie de la double
hélice beaucoup plus importante et plus efficacement reconnue par les systémes
de correction gu'une transition).

Parmi les transitions, celles concernant le dinucléotide CpG vers TpG ou CpA sont
largement surreprésentées dans presque toutes les maladies génétiques. Elles ren-
dent compte, en movenne, dun tiers des substitutions de bases. Le dinucléotide
CpG est donc un véritable point chaud de mutation.

Pour 'hémophilie B, on a estimé que la probabilité de mutation par transition est
environ 25 lois plus élevée pour un CpG que pour tout autre dinucléotide. Les
dinucléotides CpG sont la cible fréquente d'une modification enzymatique physio-
logique de 'ADMN, la méthylation. Celle-ci n'affecte en effet que la position 5" d'une
cytosine au sein du dinucléotide CpG. Par ailleurs, au sein de FTADN, la cytosine
esl susceptible d'étre désaminée en uracile par une désaminase : la présence d'un
uracile, constituant anormal de TADN, est détectée efficacement par un méca-
nisme d'excision (uracile DNA glycosylase}. 5i la désamination concerne la cyto-
sine méthylée, cette derniere est translormée en thymine, erreur qui sera moins
efficacement détectée (fig. 7). En raison du caractére palindromique du dinucléo-
tide CpG et de sa méthylation, il en résulte une mutation vers TpG ou CpA. Cer-
tains CpG sont plus 5u5EEptibIE5 de muter que dautres. Ainsi, la mutation récur-
rente C GOA/G — C AGA/G  (p.Gly3B0Arg dans le récepteur FGER3),
responsable de l'achondroplasie (voir « Quelques exemples de maladies récessives
autosomigues »), survient 4 une fréquence de cinquante a cing cents fois plus
grande que la moyvenne des autres CpG dans le génome,
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Figure 7. Mécanisme d'apparition des mutations aw sein du dimére CpG

2. Petites délétions ou insertions

Les délétions ou insertions d'un ou quelques nucléotides sont également des muta-
tions fréquentes. Elles entrainent, en général, un décalage du cadre de lecture (fra-
meshift} qui aboutit a Vapparition d'un codon STOP prématuré et a la présence
d'une protéine tronquée (la plupart du temps non-fonctionnelle), saul dans les cas
de délétions ou insertions d'un ou plusicurs codons,

Elles surviennent souvent au niveau de courtes répétitions en tandem, tres proba-
blement par un mécanisme de dérapage (slippage) de 'ADN polymérase lors de la
réplication de FADN.

3. Grandes délétions, duplications ou inversions

Les delétions de tout ou partie d'un géne sont la cause minoritaire de nombreuses
maladies, mais sont particuliérement nombreuses pour certaines maladies comme
la myopathie de Duchenne (60 % des cas), lamyotrophie spinale (90 % des cas).
Le mécanisme peut étre soit une recombinaison homologue entre deux séquences
quasiment identigues encadrant la région cible du réarrangement et survenue lors
d'un crossing-over méiotique inégal, soit par ¢change entre chromatides sceurs.
Lorsque la deletion survient entre des séquences ne présentant pas d’homologie,
on parle de recombinaison non homologue ou illégitime.

a) Recombinaison homologue

Une recombinaison homologue peut entrainer soit une délétion soit une duplica-
tion en miroir. Ces recombinaisons expliquent lexistence de chromosomes com-
portant un seul ou trois génes HBA codant I'nt-globine, dérivant de chromosomes
normaux comportant deux génes HBA en tandem (fig. 81 1] existe deux régions de
forte homologie, dénommées x et z, susceptibles de provoquer des délétions-
duplications par crossing-over inégal.

T3
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Figure 8. Appariement des séquences homologues x et z des pénes HEA codant |a sous-unité o
de la globine a 'ongine des deléhions-duplications observess dans les g-thalassemies
(d'aprés Strachan et Read, 2003)

La présence de séquences répétées d'une trentaine de kb encadrant une région de
1.5 Mb sur le chromosome 17 est responsable d'événements de délétions ou de
duplications de cette région qui contient le géne PMP22 (codant une protéine de
la mvéline), a lorigine de neuropathies (maladie de Charcot-Marie-Tooth de
type 1A, CMTILA pour la duplication et neuropathie tomaculaire, HNPP pour la
délétion).

La présence de trois copies d'une séquence génigue, une copie dans un intron du
géne F8 codant le facteur VIII de coagulation, les deux autres d'orientation oppo-
sée a Vextéricur du gene, est responsable d'une inversion du segment chromoso-
mique entre deux copies de sens opposé. Cette mutation récurrente rend compte
de pres de la moitié des hémophilies A séveres (fig. 9).

Dans certains cas, on observe un trés fort biais parental pour l'origine de nouvelles
mutations. Notamment, l'inversion récurrente dans I'hémophilie A et la duplica-
tion autour de PMP22 dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth surviennent pres-
que exclusivement dans les cellules germinales males.

b) Recombinaison illégitime
La recombinaison illégitime entre séquences non homologues parait impliquée
dans les délétions ou duplications particulicrement [réquentes du géne de la myo-
pathie de Duchenne sans que I'on puisse actuellement expliquer l'instabilité parti-
culiere de cenaines régions de ce géne.

4. Expansion des triplets

Depuis 1991, il a é1¢ montré gquun type inattendu de mutations instables par
expansions de triplets éait responsable d'un certain nombre de maladies dont la
liste n'est pas close. La plupart d'entre elles sont des maladies neurodégénératives
(ex. © le retard mental avece X fragile, la dystrophie myotonique de Steinert, la cho-
rée de Huntington).
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L'appariement infrachromosomigue des séquences homolopues A situées a la fols dans
Fintron 22 du géne A8 et environ 400 kb en direction télomeérique aboutit a une inversion de
I'ensemble des 22 premiers exons du géne FO.
tel, vers le télomére ; cen, vers le centromeérne.

Figura 9. Inversion du géne codant le facteur VI de la cosgulation

Leur mode de transmission présente pour la plupart d'entre elles des caractéristi-
ques trés inhabituelles avee un biais de ransmission parentale des formes les plus
séveres avec une augmentation au cours des générations successives du risque de
développer la maladie ou de la sévérité et de la précocité des manifestations clini-
ques (phénomiéne connu sous le nom d'anticipation). Les expansions de triplets
peuvent survenir a différents niveaux :

* région 5' non codante du geéne (CGG et X ragile)

+ région 3' non codante (CTG et Steinert)

* dans un exon avec apparition de polyglutamines associées & des manilestations
cliniques neurologiques (CAG dans la maladie de Huntington, le syndrome de
Kennedy, les ataxies spinocérébelleuses) ;

* dans un intron (GAA et ataxie de Friedreich).

Bien que cela ne soit pas prouve, il est généralement admis gqu'au-dela d'un certain

seuil de longueur (environ cinquante répétitions), les répétitions formeraient des

structures anormales de type épingles a cheveux ou triple hélice, perturbant la
réplication et favorisant les dérapages ou glissements réplicatils,

5. Mécanismes rares (insertions, conversions geniques,
anomalies chromosomiques)

a) Insertion de séquences répétées dispersées

Le génome humain contient un grand nombre de séquences répéiées dispersees,
notamment les séquences courtes (300 ph) de type Alu (ou SINE), dont il existe
environ 600 000 copies dans le génome, et des séquences de 3 a 7 kb (lamille Kpn,
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ou LINE) dérivée de rétrotransposons, Linsertion de ces séquences se produit
aprés la rétrotranscription d'ARN issu de trés rares copies actives de ces éléments,
mécanisme qui parail relativement peu actif dans le génome humain actuel. En
effer, parmi les milliers de mutations indépendantes caractérisées pour des mala-
dies comme les hémophilies A et B, la mucoviscidose ou la myopathie de
Duchenne, trés rares sont les événements de mutation dus a de telles insertions.
Lorsque ces derniéres sont exonigques, elles interrompent la séquence codant une
protéine. Des cas d'insertions introniques affectant I'épissage ont également été
décrits. La caractérisation de néomutation due a l'insertion de séquence LINE dans
le géne F8 codant le facteur VIII de coagulation Chémophilie A) a permis d'identi-
fier une copie active de cet élément, qui code une transcriptase inverse impliquée
dans la transposition.

b) Conversion génique

Lorsque des séquences trées homologues sont a proximité I'une de l'autre dans le
génome, un meécanisme de transfert localisé non réciproque (a la différence du
crossing-over inégal) — identifié initialement chez la levure et appelé conversion
génigque — peut entrainer dans le géne « receveur » une série de changements
nucléotidiques répartis sur une région assez courte. Dans certains cas, la séquence
donneuse est un pseudogéne, inactivé par laccumulation de mutation, et le trans-
fert d'une de ces mutations inactive le géne receveur.

¢) Réarrangements chromosomiques

Enfin, des réarrangements chromosomiques comme des translocations équili-
brées, s'ils ont un point de cassure a l'intérieur d'un géne, inactivent ce dernier et
pourront ére responsables soit d'une maladie monogénique autosomique domi-
nante (une seule copie étant inactivée), soit a l'expression chez une fille d'une
maladie récessive lige a I'X {dans le cas de translocation X-autosomes). Ces méca-
nismes sont trés rares mais importants a identifier car ils permettent de localiser
tres précisément, puis de cloner, le gene de la maladie en question (stratégie
employée pour de nombreux génes, de maladies liées a I'X, pour la neurolibroma-
tose de type 1. etc.).

Les délétions de toute une région chromosomique peuvent enfin étre associées a
des phénotyvpes dits de génes contigus, svndromes complexes (par exemple, le
syndrome de Di Georgefvélocardiofacial = CATCH22 avec délétion en 22q11.2)
ou entrainer une association de phénotypes monogéniques identifiables.

6. Mutations de novo, mosaiques germinales et mosaiques somatiques

Un petit nombre de mutations, dites « de nove » ou « néomutations », surviennent
dans la lignée germinale, au cours des divisions mitotiques durant la spermatoge-
nése ou 'ovogenése, ou pendant la méiose elle-méme. Pour certaines maladies, la
[réquence d'apparition de muations de novo peut étre trés importante (33 % des
cas pour la myopathie de Duchenne, 'hémophilie A, 50 % des cas pour la neuro-
fibromatose de type 1, 90 % des cas pour Fachondroplasie).

Une maladie due & une mutation de nove ne récidive habituellement pas dans la
[ratrie. Cependant, il a éié décrit le cas de parents de phénotype normal avant plus
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dun enfant atteint (neurofibromatose de type I, ostéogenese imparfaite). Pour
expliquer ces ohservations, il faut supposer que l'un des parents est porteur d'une
mosaigue germinale et qu'il existe en fait un clone de cellules germinales porteur
de la mutation.

Les mosaiques somatigques sont dues a des mutations survenues aprés féecondation,
a un stade plus ou moins tardif de lembryogenese. Leurs conséquences cliniques
dépendent de la nature de la mutation, du géne aliéré et du tissu concerné. Elles
constituent trés probablement I'une des causes de 'hétérogeneite d'expression cli-
nique des maladies héréditaires.

Si la mosaique somatigue touche les cellules germinales d'un sujet, la maladie peut
alors étre transmise 4 sa descendance,

B. Cibles des mutations et effets sur I'expression
1. Perte de fonction

Les mutations peuvent entrainer une perte totale ou partielle d'expression de la
protéine (par exemple, f ou B° thalassémies) ou la syntheése d'une proteine par-
tiellement ou totalement inactive : on parle alors de perte de fonction. Ce type de
mutation est retrouvé dans les maladies récessives qui nécessitent pour se mani-
fester une atteinte des deux alléles. Elles sont egalement retrouviées dans les mala-
dies dominantes dites par haplo-insuffisance, comme 'hypercholestérolémie fami-
liale dont la forme hétérozygote est beaucoup moins sévere que la forme
homozygote, la perte de 50 % de Factivité du gene étant suffisante pour entrainer
un phénotype clinique. Lorsqu'une maladie est lice a la perte totale ou partielle de
fonction, on retrouve en général un grand nombre de mutations différentes (hété-
rogénéité allelique) pouvant alfecter les différentes étapes de l'expression d'un
geéne.

a) Transcription (mutations an niveau du promoteur
ou des séquences régulatrices)
Les premieres mutations de ce tvpe ont é1é caractérisees dans le promoteur du
géene HBB codant la f-globine. Des mutations des génes codant les facteurs de
transcription eux-mémes peuvent également étre impliquées. La plupart de ces
mutations sont létales ou associées a des anomalies du developpement.

b) Maturation du prémessager en ARNm

1l s'agit de mutations affectant les sites d'épissage ou activant des sites cryptiques
a l'intérieur dun intron ou d'un exon ou encore, mais plus rarement, touchant le
site de polyadénylation et responsables d'une diminution de la stabilité de FARNm
(fig. 10).
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l'!phugt normal
Exon 1 Exon 2 Exon 1
GT —AG T M
Anomalies d*épissage
A N GT — AG I AC T

B T — AG . T - CTCCTCCTCOOG —AG I

——AG I T — CTC — AL I

A mutations d'un site accepteur d‘i'pismgt (AL = ALY Lexon situé immédiatement en aval du
site muté est généralement éliminé lors de la maturation de 'ARM pré-messager (exon skipping).
s mutation ponctuelle entrainant Mactivation d'un site cryplique accepteur d'épissage.

Figure 10. Mutations affectant la maturation des AREMN prémessagers.

¢} Traduction

Les mutations non-sens {substitutions aboutissant a la formation de 'un des trois
codons STOP, UAA, UAG, UGA), mutations frameshift et mutations du codon d'ini-
tiation de la rraduction entrainent généralement l'absence de formation d'une quel-
congue protéine ou la formation d'une protéine tronquée dont lactivité fonction-
nelle est nulle ou trés réduite. Les mutations faux-sens sont responsables d'un
changement d'acide aminé. Elles peuvent affecter la stabilité, l'adressage intracellu-
laire, la maturation de la protéine. son assemblage dans une structure multimeéri-
que, les sites importants pour lactivité enzymatique, les interactions [onctionnelles
avec des ligands et d'autres protéines. Lorsqu'un changement faux-sens est sur-
venu, il peut étre difficile de distinguer une mutation pathologique d'une simple
variation nucléotidique, sans effet fonctionnel, mais qui serait rare dans la popula-
tion étudiée. La [réquence des événements mutationnels entrainant une perte de
fonction dépend en partie de la waille de la cible (taille de la séquence codante, nom-
bre d’exons, nombre de restes aminoacides importanis pour la fonction de la pro-
wéine) et de l'existence de points (ou régions} chauds de mutation. Dans certains
cas, la perte totale de fonction est letale, et seules sont admises les pertes partielles.
C'est le cas notamment pour le déficit en GOPD, pour lequel n'existent que des
mutations faux-sens maintenant une activité enzymatique résiduelle.
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2. Gain de fonction

Les mutations associées a un gain de fonction sont plus TATES.

a) Effet dominant négatif

Les mutations a elfer dominant négatil affectent la fonction de Tallele normal chez
les hetérozygotes. De telles mutations caractérisent les génes codant les protéines
de structure ou capables de former des homo- ou des hérerodimeres. Elles entrai-
nent des modilications conformationnelles qui affectent la fonction de la protéine
normale. C'est le cas de certaines mutations responsables de l'ostéogenése impar-
laite qui affecte les genes codant les chaines @l (COLIAL) et o2 (COLIAZ) du col-
lagéne de type . Une mutation allectant la structure d'une chaine de collagéne
(délétion d'un ou de plusieurs exons) exerce a I'état hétérozygote un etfet plus
délétere (dominant) qu'une perte totale d'expression (mutations récessives), car
elle empéche une association correcte de la sous-unité raccourcie aux chaines nor-
males (fig. 11}.

b) Acquisition d'une nouvelle fonction
Clest le cas de la mutation faux-sens p.Met358Arg du site acul de I'al-antitrypsine
(at1-AT), qui normalement inhibe I'élastase lencocytaire. Le nouveau variant Pitts-
burgh perd ses propri¢tés anti-¢lastase pour devenir un puissant inhibiteur des lac-
teurs de coagulation de type sérine protéase et plus particulierement de la throm-
bine. En conséquence les patients porteurs de cette mutation présentent un
syndrome hémorragique.

¢) Surexpression

Il est exceptionnel que le gain de fonction soit lié 2 une surexpression. L'augmen-
tation de la quantité de protéine faisant suite a une duplication génique est un
autre mécanisme retrouveé pour la neuropathie de Charcot-Marie-Tooth de
type 1A, ol la surexpression de PMP22Z provoque une myélinogénese anormale.

d) Modification des propriétés fonctionnelles,
production d'une protéine toxique

Dans d'autres cas, les proprietés fonctionnelles sont modifiées, notamment pour
les hémoglobines dont I'affinité pour loxygéne est augmentée ou diminuée, ou
pour la mutation p.Gly380Arg trés specitiqgue de FGFR3, récepteur du FGF (fibro-
blast growth factor) et responsable de l'achondroplasie. Cette mutation parait
entrainer une activation constitutive du récepteur.

Un cas particulier de gain de fonction ou de propriétés toxiques, encore inexpliqué,
concerne la maladie de Huntington et d'autres maladies dites a expansion de polyglu-
tamines. La maladie de Huntington est probablement une des seules maladies domi-
nantes o les homozygotes ne paraissent pas plus atteints que les hétérozvgotes,

Des mutations faux-sens du géne codant le précurseur du peptide f-amyloide
(APP) sont a l'origine de certaines formes précoces de la maladie d'Alzheimer, Ces
mutations interférent avec le catabolisme de APP et augmentent la production de
peptide BA4 dont Pagrégation en fragments insolubles est 4 lorigine des plaques
séniles.
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La molécule de collagéne de type | est un hétérotrimare constitué de deux chaines al et d'une
chaine o2 codées par les génes COLTAT et COLTAZ enroulées en triple hélice of qui résulte du cli-
vage encymatigue des extrémités amine- et carboxyterminales d'un précurseur : le procollagéne.
Les mutations nulies de I'un ou 'autre des génes COLTAT et COLTAZ ont un effet moins sévere

gue les mutations responsables de Paltération de la structure de la triple hélice (daprés
Strachan T. et Read A_P., 2003},

Figure 11. Effet dominant négatif des mutations des génes de collagéne

3. Perte de fonction ou gain de fonction, I'exemple de RET

RET code un récepteur de la membrane cellulaire. Lorsque son ligand, GDNE, se
lie au domaine extracellulaire, il induit la dimérisation du récepteur qui transmet
alors le signal a la cellule par l'intermédiaire du domaine intracellulaire a fonction
tyrosine kinase.

Un grand nombre de mutations « perte de fonction » ont éié rapporiées interférant
avec la mauration postiraductionnelle de la protéine RET, une des causes de la
maladie de Hirschsprung, maladie héréditaire dominante autosomigue.

Certaines mutations trés spécifiques faux-sens sont retrouvées dans des maladies
totalement différentes comme les cancers familiaux médullaires de la thyroide. Ces
mutations sont des mutations « gain de fonction » produisant la présence dun
récepteur qui se lie de maniére excessive au ligand ou reste actil de maniére cons-
titutive et se dimérise méme en 'absence du ligand.
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Certains patients présentent une maladie de Hirschsprung et un cancer médullaire de
la thyroide, ce qui montre quune mutation peut avoir dilférents eflets (gain ou perte
de fonction) dans différents tvpes cellulaires en fonction de Texpression du gene.

C. Unicité ou diversité des mutations

Certaines maladies sont caractérisées par une mutation unique, d'autres par une
mutation prédominante, d'autres enlin par une extréme hétérogénéité des muta-
tions (plus de 130 pour la B-thalassémie, plus de 600 pour la mucoviscidose).

1. Mutation unique

Une mutation est unigue lorsquune modification fonctionnelle tres précise de la
protéine ou de l'expression du géne est responsable de la maladie {anémie falciforme
et mutation [*, achondroplasie, maladie de Huntington, maladie de Steinert).

Ces mutations uniques peuvent avoir differentes origines : on a pu déduire de 'étude
des haplotypes autour du géne B-globine que cing mutations fondatrices, survenues
il y a deux a trois mille ans, sont a I'origine des millions de porteurs du géne HbS.

2. Mutations prépondérantes

Les mutations prépondérantes sont expliquées soit par l'existence d'un point
chaud de mutations récurrentes dans le géne (inversion dans U'hémophilie A, délé-
tions dans 'amyotrophie spinale} ou, plus fréquemment, par un effet fondateur on
une dérive génétique, en général dans une population donnée (mutation
p.Phe308del de la mucoviscidose, thalassémie).

3. Mutations hétérogénes

Une trés grande hétérogénéité de mutations est quasiment la régle (hors effet fon-
dateur) dans les maladies par perte de fonction. Les cas extrémes d’hétérogenéité
des mutations sont illustrés par la plupant des maladies séveres liées a I'X, ou par
les maladies autosomiques dominantes allectant Teflicacite reproductrice des
patients. Dans ces cas, les mutations sont « perdues » en quelques générations et
on ne retrouve gue des mutations « privées », spécifiques de chaque lamille. Le
spectre de ces mutations reflete alors directement la sensibilité du gene a différents
mécanismes mutationnels.

Pour un certain nombre de maladies héeréditaires, des bases de données sont accessi-
bles sur I'lnternet, la principale étant OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man, au
National Centre of Biotechnologies Informations, NIH: http/fwww.nehi.nlm nih.gov

Conclusion

Lidentification des mutations a lorigine des maladies héréditaires monolactoriel-
les humaines a pris ces dernieres annees un essor considérable. 11 est devenu pos-
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sible d'établir le spectre des mutations pour une maladie génétique donnée et des
mécanismes mutationnels nouveaux ont été identifiés : insertions, inversions,
expansions de répétitions trinucléotidiques.

La connaissance des défauts moléculaires a permis de mieux cerner les mécanis-
mes de gain ou de perte de fonction, de comprendre le mode de transmission
dominant ou récessif, d'expliquer les phénoménes d'anticipation, d'identifier des
effets fondateurs au sein de populations particulieres, d'établir des corrélations
génotype-phénotype et de mettre & jour une hétérogénéité allélique et génétique.
L'identification des mutations délétéres est également 4 la base du diagnostic géno-
typique qui occupe actuellement une place prépondérante en matiére de conseil
génétique et de diagnostic prénatal.

L'essentiel de la question

L'établissement d'un arbre généalogique permet de définir le mode de transmission
d'une maladie génétigue. .
L'hérédité récessive autosomique est liée aux autosomes. Un sujet possédant les
deux alléles mutés d'un méme géne est malade (homozygotes ou hétérozygotes com-
posites). Lors de I'union |a plus fréguente de deux hétérozygotes, le génotype de la
descendance est composé de 1/4 de sujets homozygotes malades, 1/2 de sujets
hétérozygotes sains et 1/4 de sujets homozygotes sains.

L'hérédité dominante autosomique est également liée aux autosomes. Un caractére
pathologique est dominant lorsqu'il apparait chez les sujets hétérozygotes. Lors de
I'union la plus fréquente entre un sujet hétérozygote malade et un sujet sain, le
génotype de la descendance est composé de 1/2 de sujets hétérozygotes malades,
1/2 de sujets homozygotes sains. Pénétrance incompléte et expressivité variable
peuvent moduler le phénotype des maladies dominantes.

Les maladies récessives liées au chromosome X touchent les hommes (hémizygotes)
et sont transmises par les femmes dites conductrices (hétérozygotes) apparemmeant
saines. Lors de I'union la plus fréquente entre un homme sain et une femme con-
ductrice hétérozygote, le génotype de la descendance est composé de 1/2 de gar-
cons malades, 1/2 de gargons sains, 1/2 de filles conductrices hétérozygotes et
172 de filles saines homozygotes.

L'hérédité lige a I'X est dite dominante lorsque |le géne morbide s'exprime a I'état
homozygote ou hétérozygote chez la femme et hémizygote chez I'homme. L'affec-
tion s'exprime habituellement de fagon plus sévére chez I'nomme. La transmission
de la maladie par le pére touchera 100 % de ses filles, la transmission par la mére
touchera 50 % de ses enfants quel que soit le sexe.

L'hérédité mitochondriale est déterminée par un géne porté par I'ADN mitochondrial
dont la mutation est transmise selon le mode maternel. En effet, seules les mito-
chondries de |"ovocyte sont transmises a la descendance. Une femme transmet donc
la mutation & tous ses enfants. L'hétéroplasmie explique habituellement |'expres-
sion trés variable de ces maladies.
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Les mécanismes mis en jeu dans la transmission des maladies héréditaires sont
variés. |l peut s'agir de mutations ponctuelles (transitions, transversions) mais éga-
lement de délétions, duplications, inversions se produisant la plupart du temps par
recombinaison de séquences répétées homologues ou par recombinaison illégitime
entre deux séquences non homologues. L'amplification de triplets nucléotidigues
est egalement en cause dans un certain nombre de maladies. Des mecanismes plus
rares peuvent intervenir : la conversion génigque, insertion de séquences répétées
dispersées, réarrangements chromosomiques, Ces mutations peuvent étre héritées
ou apparaitre de novo et se transmettre alors a la descendance.

Les conséquences de la présence de ces mutations sont la perte ou le gain de fonc-
tion de la protéine codée par le géne muté en cause.

On parle de perte de fonction lorsque la mutation entraine une perte totale ou par-
tielle d'expression du géne ou la synthése d'une protéine partiellement ou totale-
ment inactive, Les mutations en cause peuvent étre retrouvées au niveau du promo-
teur ou des séquences régulatrices de l'expression de génes. Elles peuvent
également affecter I'épissage de I'ARNm, sa polyadénylation, sa traduction {muta-
tions faux-sens, non-sens, frameshift, apparition d'un codon STOP). La perte de
fonction est retrouvée dans |a majorité des maladies récessives et dans les maladies
dominantes par haplo-insuffisance.

On parle de gain de fonction lorsgue les mutations en cause présentent un effet
dominant négatif (le produit de I'alléle muté affecte la fonction de la protéine codée
par I'alléle normal) ou entraine I"apparition d'une nouvelle fonction, une surexpres-
sion, ou une modification des propriétés fonctionnelles de la protéine (production
d’une protéine toxique).

Pour en savoir plus

= Feingold ., Fellous M., Solignac M. Principes de génétigue humaine. Paris, Hermann, 1998,

= Labrune P. Hérédité monofactorielle : construction et interprétation d'un arbre généalogique -
Principes du conseil génétique. Pédiatrie 2. Paris, Doin, coll. « Intermed », 1999,

» Pasternak J.]. An introduction to human molecular genetics: mechanisms nfinhcri:gd deseases,
Bethesda (Etats-Unis), Fitzgerald Science Press Inc., 1999,

* Strachan T., Read A P. Human Molecular Genetics 3. Garland Science Publishing, 37 éd.,
2003,

* Hanna N_, Parlait B, Vidaud D., Vidaud M. Mécanismes et conséquences des mutations. Med
Sci 2005 ;11 (21) : 969-80.
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IV.

Les méthodes d’analyse
des variations

de sequence

des acides nucleiques

5 MOUTEREAL!, 5, LORIC
Service de hiochimie-génétique, Hapital Henri Mondor, AP-HP, Créeil.

. Rappel sur les anomalies génigues pouvant donner lieu

a des modifications de séguence

A. Macrolésions
B. Microlésions

Analyse qualitative des variations de séquence
A. Analyse de I'ADN
B. Analyse de I'ARN messager

Analyse quantitative de I'expression des génes
A. Dot blot, slot blot

B. Southern blot, Northern blot

C. PCR guantitative

Cas particuliers des techniques a trés haut debit
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L a question rédactionnelle de biologie moléculaire, « Les méthodes d'analyse des
variations de séquence des acides nucléigues =, telle gu'elle est apparue au Journal
officiel dans la section |l {guestion 3), se devrait de couvrir 'intégralité des technigues
d'analyses de sequences quwi sont auss! nomobreuses que varees. A la faveur des pro-
grammes de séquencage de génomes entiers (de la levure a2 I'homme), les fechnigues
employées évnluent sans cesse : miniaturisation, baisse des codfs, aufomatisation, etc.
Il est impossible aujourd i d'élre exhaustif sur le sujet. Nous détaillerons done,
d‘une part, les techniques qui ont fait date dans "histoire et qui sont, a défaut d'étre
employées en roufine, toujours, pour la plupart, ufilisées dans des laboratoires de
recherche e, d'autre part, les techniques plus récentes, qui sont a la base de foutes
les analyses de séquence réalisées dans les laboratoires de génétique moléculaire,
Néanmoins, les nouveaux automates restent frés colteux et sont donc réservés 4 des
laboratoires de taille conséquente, Les anciennes techniques, parmi lesquelles figure
toufours la méthode historique de Southearn, couplée ou non & 'amplification in vitro
{polymerase chain reaction, PCR), sont encore trés employées, en particulier dans les
laboratoires de recherche. En effet, I'analyse des variations de séquence de 'ADN est
tout aussi indispensable lorsqu'il est nécessaire de préciser la séquence d'un géne
nouvellement cloné que lorsqu'il s'agit de metire en évidence une altération génigue
d'un géne connu ayant un retentissement clinigue. Au niveaw d'un ARN messager,
I'analyse s'attachera surtout & rechercher I'existence de modifications transcriptionnel-
les pouvant avolr un refentissement direct sur la synthése elt/ou la fonctionnalité de la
protéine fradwite. Sur le plan climgue, ces analyses seront menees 3 1a fois pour objec-
tiver des modifications conshitutionnelles (maladies génetiques) et des modifications
acquises (mutations somatiques des pathologies cancéreuses),

’_L Rappel sur les anomalies géniques
pouvant donner lieu a des modifications de séquence

Ces anomalies peuvent se¢ produire en tout point d'un géne et avoir ou non un
retentissement clinique. On distingue les macrolésions, intéressant de grandes
parties de matériel génétique, des microlésions, qui n'alfectent que des parties
extrémement limitées du génome.

A. Macrolésions

1. Délétions et insertions

Les délétions résultent de lexcision d'un segment IADN avec rétablissement de la
continuité de la double helice. La perte de matériel est généralement variable, allant
de quelques dizaines de paires de bases jusqua plus de cing millions de paires de
bases. Néanmoins, ce seuil est tres largement dépasse dans les wes grandes déle-
tions intéressant tout un segment chromosomigque, voire un chromosome entier.

Une délétion compléte supprime, bien entendu, toute synthéese de 'ARNm donc
de la protéine concernée. Une délétion pardelle d'un ou plusieurs exons aboutit
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soit 4 une absence de protéine, soit a la formation d'une proteine tronguée. Une
délétion dans une zone régulatrice abolit ou diminue la synthese, la protéine rési-
duelle restant normale. Une modification du cadre de lecture aboutit a la synthése
d'une protéine aberrante.

Le mécanisme des délétions est le plus souvent un crossing-over inégal par recom-
binaison entre des séquences homologues non alléliques soit a lintérieur d'un
méme géne, soit & lextérieur du géne (délétion partielle ou compléte).

Les insertions peuvent étre rapprochées des délétions. A linverse, elles correspon-
dent & l'introduction dans un géne d'une séquence exogéne mobile (transposon)
ou d'origine virale, voire d'un segment délété ailleurs dans le génome.

2. Amplification génique

Elle concerne la multiplication, souvent en tandem, de séquences normalement
présentes en exemplaire unique dans le génome. Cette amplification peut se mani-
fester jusqu'a l'apparition de minichromosomes surnuméraires (double-minute).
Ce type de phénoméne apparait surtout dans des processus tumoraux. L'amplifi-
cation du segment portant le gene d'intérét conduit alors a la production d'une
grande quantité de la protéine correspondante par les cellules tumorales. Si cette
protéine correspondante est dotée de propriétés proto-oncogéniques, elle va avoir
des effets importants sur les cellules tumorales adjacentes. L'exemple type est celui
de l'amplification du proto-oncogéene c-erbB2 dans les cancers du sein. Ce géne est
amplifié jusqu'a dix fois dans les cellules mammaires umorales. 1l code pour la
protéine ERBB2 qui est le récepteur au facteur de croissance EGF {epidermal
growth jactor). La reponse des cellules tumorales a ce facteur de croissance est
donc [ortement amplifiée, ce qui concourt a4 une augmentation de la prolifération
cellulaire néoplasique.

3. Réarrangements géniques

a) Conversion génique

Elle correspond au remplacement de tout ou partie de la séquence d'un géne par
celle d'un géne apparenté par échange de brins d'ADN entre deux locus similaires.

b) Fusion de génes

Pour que se déroule une fusion de génes, une double cassure doit se produire dans
deux genes distincts avec transposition de l'un dans lautre. Cette transposition
peut se faire a lintérieur d'un chromosome ou intéresser deux chromosomes dif-
férents. Dans ce dernier cas, il s'agit d'une translocation (par exemple, fusion
ber-abl du chromosome Philadelphie}. Dans FADN résultant de la translocation,
les génes peuvent ére raboutés soit dans le méme sens, soit dans une orientation
opposce.

c) Inversion

Elle correspond au changement d'orientation, 1éte-béche, d'un segment plus ou
moins long de FADN.
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B. Microlésions

1. Mutations

Une mutation ponctuelle, selon sa localisation aux abords ou dans le géne, peut
avoir des conséquences transcriptionnelles evou traductionnelles.
L'existence de mutations dans les régions régulatrices 3' du géne (en particulier
dans les boites TATA ou CAAT) peut déprimer ou méme supprimer la biosynthése
protéique. D'autres peuvent allecter Uépissage des ARNms produits. Une mutation
pourra créer un nouveau site d'épissage sur un exon, de sorte qu'une partie de cet
exon sera épissée par activation de sites cryptiques d'épissage. Uine mutation dans
la région consensus d'épissage a la jonction intron-exon peut supprimer un site
d'épissage de sorte que l'intron ne sera pas éliminé. On obtient done un épissage
alternatif qui, la plupart du temps, réduira la synthése protéique normale sans ou-
tefois la supprimer. De la méme maniére, on observe des mutations en 3' dans la
partie non codante du géne, en particulier au niveau du signal de polyadénylation.
Toutes ces mutations a retentissement transcriptionnel et post-transcriptionnel
peuvent aboutir a l'accumulation de transcrits instables au niveau nucléaire ou
qui, simplement modifiés pourront toutefois étre traduits.
Lorsquun tel changement se produit dans la partie codante du gene. un acide
aminé (AA) est remplacé par un autre. 5i la base modifi¢e est la roisieme d'un
codon, il s'agit le plus souvent d'une mutation neutre puisque, la nature de PAA
codé reste généralement inchangée. 5i la nature de I'AA change avec la mutation,
lactivité de la protéine synthétisée est généralement aliérée : il sagit dune muta-
tion taux-sens. Deux autres cas sont envisageables
* une mutation peut aboutir a la lormation d'un codon de terminaison et inter-
rompre prématurément la 5‘:.-'1'IlhE5E laissant une proieine irongueée généra]tmenl
inactive ou non viable (mutation non-sens) ;
* al'opposé, le remplacement du codon normal de terminaison en un codon signifiant
donne une proteine prolongée (jusqu'au codon STOP suivant}, en général instable.
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Figure 1. Modifications induites par une mutation ponctuelle
dans les zones intra- et judagéniques
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2. Dérapage réplicatif

11 s'agit d'accidents réplicatifs qui vont favoriser une amplification ou une réduc-
tion du nombre de répétitions au niveau des régions du génome présentant des
successions de courts motifs répétés (mono- ou oligonucléotidique). Ces régions
semblent étre des zones instables facilement sujettes a des polymorphismes. Ce
type de mécanisme est incriminé dans la survenue d'un certain nombre de syndro-
mes (X-fragile, Kennedy, etc.). Plusieurs types dlaltérations existent donc, qgui
peuvent affecter une séquence d'acides nucléigues :
+ certaines affecteront qualitativement la nature de la séquence d'acides nucleiques
(ADN ou ARN] et avoir un retentissement sur la nature des protéines traduites
« d'autres auront un effet quantitatif qui modifiera Fhomeéostasie cellulaire (ampli-
fication génique de certains oncogenes).

Lanalyse moléculaire qui sera mise en ceuvre visera principalement a objectiver
ces modifications de séquence et, si possible, a corréler le génotype au phénotype.
Dans certains cas (pathologies cancéreuses notamment), les variations quantitati-
ves pourront avoir un impact pronostigue sur le devenir des malades.

ﬁl. Analyse qualitative des variations de séquence

On dispose d'une grande variété doutils pour l'étude des anomalies génétiques. Ces
outils peuvent sappliquer a I'étude de FTADN, présent dans toutes les cellules de
l'organisme et donc dans les lymphocytes sanguins, ou a celle de TARN dont l'acces-
sibilité est limitée aux cellules des tissus on le gene est exprimé. Lorsque le gene
sexprime dans les lymphocytes sanguins ou dans dautres cellules lacilement acces-
sibles, il peat étre plus avantageux d'étudier FARN, qui contient une majeure partie
de la séquence du géne ot se trouvent les mutations, plutét que FADN domt ['ana-
lyse peut s'avérer longue et cofiteuse lorsqu'il s'agit d'analyser certains grands génes.

A. Analyse de I'ADN

Lors d'une analyse génétique, plusieurs cas de figure peuvent étre envisages et

influer sur la nature des examens a metire en ceuvre -

* 5i le pene responsable est cloné |

* si la lésion est connue et univoque, lexistence d'une aliération de ce géne peut
étre mise en évidence directement et ne réclame avcune étude familiale préalable
(diagnostic direct) ;

* si la lésion est trés variable ou inconnue, le diagnostic peut éire obtenu par
I'exploration de polymorphismes intra- ou juxtagéniques a l'aide de sondes spé-
cifiques du géne (diagnostic semi-direct) ;

* 5i le géne en cause est totalement inconnu, lapproche emplovée pour le diagnos-
tic semi-direct peut étre mise en ceuvre. On utilise alors des polymorphismes de
restriction (RFLP) situés aussi prés que possible du locus morbide et l'encadrant
(diagnostic indirect). Lassociation entre Fallele de restriction et Tallele patholo-
gique est fortuite et va varier d'une famille a Fautre. 1T faut alors pratiquer une

Y
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étude généalogique des polymorphismes de chaque famille. La fiabilité du dia-
gnostic par polymorphismes liés dépend du risque de recombinaison qui est pro-
portionnel 4 la distance génétique entre le site de restriction utilisé pour le dia-
gnostic et le siege de la mutation pathologique.
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Figure 2. Méthodes de diagnostic d'un géne anormal

Ces stratégies sont appliquées a un certain nombre de maladies génétiques mono-
factorielles, pour le diagnostic prénatal, le diagnostic des hétérozygotes et le dia-
gnostic des néomutations. En cancérologie, les anomalies de TADN somatique
hénéficient de la méme approche méthodologique.

Parmi les méthodes de détection des mutations, on distingue celles qui sont fondées
sur la recherche spécifique d'une ou plusieurs mutations connues (techniques dites
de « criblage ») de celles dites de « balavage » (scanning), qui détectent n'imporie
quelle variation de séquence dans une séquence d'ADN ou d'ARN de quelques cen-
taines de paires de bases, sans préjuger de leur localisation ni de leur nature. Ce sont
ces derniéres qui permettent de déterminer le spectre des mutations les plus fré-
quentes responsables d'une maladie. De la, il est possible de définir, de mettre au
point et d'utiliser ainsi en premiére intention les outils de criblage les mieux adaptés,

1. Recherche d'une mutation ponctuelle connue
(diagnostic génotypique direct)

a) Diagnostic direct par apparition on suppression
d'un site de restriction au site de mutation

® La méthode de Southern

Cette méthode reste le prototvpe de la méthode employée pour analyser le génome
humain. Son efficacité repose sur la mise en ceuvre sur support solide (une des
séquences complémentaires est immobilisée) d'une propri¢té [ondamentale des
acides nucléiques, Uhybridation, qui permet a deux séquences complémentaires
d'acides nucléiques de s'associer entre elles de maniere spécifique. La méthode de
Southern repose sur une hybridation ADN-ADMN.
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Principe de la méthode - tout changement de séquence nucléotidique (le plus sou-
vent en un point) peut suffire a faire apparaitre ou disparaitre une séquence spéci-
fique constituant un site de restriction pour une endonucléase. Des lors, Tutilisa-
tion de cette enzyme de restriction sur FADN portant cette mutation va permettre
de I'objectiver lorsque le profil de restriction sera comparé a un profil témoin,
Cette technique comporte les étapes suivantes :

* [ragmentation de 'ADN génomique par une enzyme de restriction appropriée |
* séparation par électrophorese en gel d'agarose des [ragments obtenus ;

= agitation du gel dans une solution de soude qui casse 'ADN en petits fragments
et dissocie TADN de sa forme bicaténaire en forme simple brin ;

* transfert de PADN (blotting) présent dans le gel sur une membrane de nvlon
(plus résistant que la nitrocellulose) par capillarite. Le gt:l sl dépn.'-:e': toute une
nuit sur un sysieme qui assure son hvdratation en continu. L'ensemble est recou-
vert d'un épais paguet de papier trés hydrophile qui absorbe le liquide contenu
dans le gel d'agarose et crée un courant liguidien ascendant qui entraine FADN.
Le systéme peut étre accéléré en utilisant un svsieme d'aspiration sous vide, ou
en appliguant un courant élecirique (electroblotting) |

* 'ADN transféré sur la membrane y est ensuite fixé de maniére covalente soit par
cuisson 4 80 °C pour la nitrocellulose, soit par irradiation aux UV pour le nylon ;

* la membrane portant TADN a typer est ensuite préhybridée (deux heures) avec
de FADN extrait de sperme de saumon pour saturer les sites potentiels de fixa-
tion non specilique ;

* puis, la membrane préhybridée est hvbridée a température élevee (55 °C-65 °C)
pendant plusieurs heures avec une sonde monobrin spécifique marquée (le plus
souvent radiomarquée pour atteindre la sensibilité requise) qui ira se fixer pre-
férentiellement sur la séquence cible complémentaire ;

* la membrane est ensuite lavée avec des solutions de siringence croissante afin
d'enlever la majeure partie du marquage aspécilique (le ou les fragments reconnus
par la sonde forment avec celle-ci un duplex qui résiste aux différents lavages) ;

= la visualisation des bandes est effectuée par antoradiographie (maintenant éga-
lement par des techniques froides). La qualité du signal dépend directement de
la nature de la sonde (plus elle est longue et marquée, meilleur est le résultat).
La valeur du rapport signal-bruit dépend directement de la qualité des lavages.

® Applications de la technique de Southern

Etablissement de cartes de restriction
Dans ce cas, on étudiera en parallele Faction de plusieurs enzvmes de restriction
sur FADN génomique. Cette étude permettra de comparer des prolils de restric-
tion. La comparaison des cartes de restriction de 'ADN génomique et de FADN
complémentaire est utilisée aussi pour repérer les parties introniques.

Mise en évidence de pseudogénes et des génes apparentés
Une sonde suffisamment longue peut shybrider avec une séquence légerement
divergenie de la séquence complémenitaire idéale si les conditions de stringence ne
sont pas trop fortes. C'est ainsi que 'on peut détecter des séquences homologues
appartenant aux genes d'une méme famille.
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Figure 3. Technigque d’hybridation de Southern ( Southern biot)

Détection des polymorphismes
L'existence d'un polymorphisme au niveau de 'ADN génomique est une des causes
fréquentes de variation des longueurs des {ragments de restriction que l'on peut
observer dans une population. Si la variation touche plus de 1 % des individus non
apparentés, il s'agit d'un polymorphisme de restriction (révélé par des modifica-
tions de la carte de restriction).

Détection des délétions
Si ces délétions sont supérieures 4 cinquante paires de bases (bp), on peut les
objectiver par une diminution de la longueur d'un fragment de restriction, voire sa
disparition. Néanmoins, les délétions partielles ne peuvent pas étre affirmées sans
Pexploration par d'autres enzymes de restriction de maniére a apporter la preuve
que le raccourcissement ohservé ne correspond pas simplement 3 une mutation
ponctuelle créant un seul site supplémentaire.

Détection de certaines mutations ponctuelles et de recombinaisons
Certaines mutations ponctuelles peuvent étre mises en évidence par la disparition
ou la création d'un site de restriction. De la méme maniére, on objectivera la sur-
venue éventuelle de phénomenes recombinatoires par modification de la carte de
FESIEICTIOnN,
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Limites de la technique

Cette analyse suppose que la carte de restriction du domaine génomique exploré
est déja connue afin de déterminer le choix du couple optimal sonde-enzyme. Les
variations mises en évidence sont le plus souvent d'ordre qualitatil (modilication
de la carte de restriction). On peut cependant utiliser cette technique pour évaluer
de maniére semi-quantitative Uexpression d'un géne (variation du nombre de
copies) (voir « Analyse quantitative de Uexpression des génes » ).

Cette technique reste une technique longue, compliquée, coiiteuse en réactifs (elle
nécessite le plus souvent I'emploi de radionucléides pour marquer les sondes car
les sondes froides restent moins sensibles) et en main-d'ceuvre. En outre, elle
s'avére peu propice a lautomatisation. Enfin, son interprétation est difficile et les
artéfacts nombreux. Elle a donc naturellement perdu peu a peu de sa prééminence
avec apparition de la PCE.

Variantes et améliorations de la technique
Certaines enzymes de restriction bactériennes qui coupent en des sites palindromi-
ques tres remarquables et faiblement représentés dans le génome ont pu étre isolées,
Leur association a la séparation des acides nucléiques par électrophorése en champ
pulsé (qui permet de séparer des grands fragments I'ADN de 30 kb a plusieurs
mégabases) a permis la réalisation de macrocartes de restriction qui ont jeté les pre-
mieres bases du clonage de génomes entiers (en particulier chez les bactéries).

® Utilisation de la PCR

Afin de disposer de matériel a analyser en quantité importante, on réalise une
amplification préalable du fragment a étndier, qui pourra par la suite étre coupé par
une enzyme de restriction. La quantité de matériel obtenu est suffisante pour per-
mettre une lecture directe des bandes en gel d'agarose (coloré au bromure d'éthi-
dium, BET) en évitant I'étape de transfert sur membrane. Pour augmenter la sensi-
bilit¢ de la méthode, il est possible d'associer a la séparation des produits de PCR
une hybridation a l'aide d'une sonde spécilique (couplage PCR-Southern blot).

Principe de la technique

La PCR met a prolit une des propriéiés des ADN polymérases, ADN dépendantes.
Ces enzymes sont capables de synthétiser le brin complémentaire d'un brin cible
a partir dune amorce (petite séquence oligonucléotidique capable de se fixer sur
sa partie complémentaire présente sur le brin cible). Par réplications successives,
la séquence désirée est alors amplifiée.

Genéralement, on choisit des amorces oligonucléotidiques synthetiques capables
de s'hvbrider aux bornes de la partie de TADN d'intérét a amplifier en 5' de chacun
des brins. En mélangeant les deux amorces avec de 'ADN génomique dans des
conditions d'hyvbridation, elles se positionnent en face de leurs séquences comple-
mentaires respectives. Puis, en faisant agir une ADN polymérase, chaque amorce
est allongée dans le sens 3'-3' d'une séquence exactement complémentaire du brin
recopié. Il en résulte un doublement de la séquence considérée 4 chaque réplica-
tion puisque chague brin est recopie. L'opération est ensuite recommencée et
Paugmentation de produit formé est done exponentielle. Aprés trente eyeles, on
obtient une amplification moyenne de 10°, La migration dans un gel d’agarose per-
met ensuite de séparer le produit d'amplilication (fig. 4).
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Figure 4. Amplification de I"ADN par PCR

Les trois étapes composant un cycle de PCR sont done :

+ une phase de dénaturation a 94 °C qui sépare les deux brins ;

* une phase d'hybridation 4 une température variant de 55 4 65 °C (température
optimale de fixation des amorces sur leur cible} ;

= une phase d'é¢longation a 72 °C o la Tag polymérase recopie le brin cible,
Chaque étape dure en général moins d'une minute et chaque cycle produit un dou-
blement de la séquence comprise entre deux amorces. L'amplification est donc expo-
nentielle. Au bout de n cveles, on obtient théoriguement 2" exemplaire du fragment
d'ADN dont les extrémités sont définies par les extrémités 5' des amorces utilisées,
L.a méthode est trés simple 4 réaliser car elle ne nécessite que des variations de tem-
pérature, tous les cycles étant réalisés dans le méme tube grace a l'utilisation d'une
polymérase thermorésistante (A4 coré de la Tag polymérase universellement
employée, dautres polymérases thermostables isolées a partir de différentes bacté-
ries sont aujourd hui utilisables). Cene echnique est automatisée et permet done
d'amplifier a volonié n'importe quelle séquence d'ADN a condition de disposer
d'amorces adéquates et donc de connaiwre la séquence d’ADN a amplifier. La lon-
gueur des amorces (20 a 25 bp) permet en général d'éviter les hybridations para-
sites. On peut done obtenir sans clonage une amplification considérable d'une
cible donnée d'ADN dont le produit peut facilement étre automatisé. L'analyse du
produit peut se faire de diflérentes fagcons :

* clivage du produit de PCR par une enzyme de restriction (si la mutation induit
la modification d'un site de restriction) puis analyse par électrophorése sur gel
coloré au BET ;

« dépon des produits de PCR sur membrane (dot ou slot blot) et hybridation avec
des oligonucléotides internes marqueés (oligosondes) spécifiques de l'allele nor-
mal et de l'alléle mute ;

* insertion du produit de PCR dans un vecteur et séquencage ;

+ séquengage direct du produit de PCR.
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Avantages de la technique
Par rapport a une technique de Southern classique, la PCR est beaucoup plus sensible.
Si 1 pg d'ADN (soit 150 000 cellules) correspondait a la quantité minimale d'ADN
pour réaliser un Southern blot, la PCR peut théoriquement descendre a une cellule.
La méthode s'avere rapide (généralement deux heures, mais on réalise maintenant des
réactions de PCR en capillaire qui permettent d'effectuer trente cycles de PCR en une
vingtaine de minutes), facile & mettre en ceuvre et largement automatisable.

Limites de la technique

La limite principale de la PCR concerne la contamination des produits PCR par

d'autres ADN, en particulier par les ADN provenant d'autres produits de PCR préa-

lablement amplifiés. Pour s'en affranchir, il convient donc de mettre en place des
conditions draconiennes de circulation des acides nucléiques :

* pitce de mélange (mix) ol sont réalisés les mélanges réactionnels contenant la
Taq polymérase et son tampon, les amorces, mais ol jamais ne rentreront des
acides nucléiques (cette piece est généralement en surpression) ;

* piece pré-PCR on le mélange réactionnel est mis en contact avec les acides
nucléiques a tester ;

* piece de PCR ou sont réalisées les amplifications ;

* piéce post-PCR oir seront réalisées les techniques permettant de visualiser la
séquence ampliliée.

La seconde limite de la technique réside dans la taille du fragment a amplifier. Si

Famplification de fragments inférieurs a 1,5 kb est assez aisée, il faudra recourir

pour des fragments plus longs (jusqu'a 3 kb) a des polymérases capables de les

amplifier sans erreurs.

Applications de la technique
La PCR posséde un champ d'application trés vaste. Elle est applicable a la recher-
che de mutations, de délétions, de recombinaisons, de fusions géniques (type
ber-abl pour la leucémie myéloide chronique). En revanche, la limitation en taille
des [ragments a analyser empéche son utilisation pour analyser des grands [rag-
ments du génome et réaliser des cartes de restriction (fig. 5).

| MUCOVICIDOSE [matation AF508) |

bt aan
. :I“' — 7 aube
2 |
MOV L
T
¥ = T A 5!

trae r— . 30 pibs
I | \
50 s _
§ o ATTGGT  ——— ¥ a7 ph ¥

Il (e ALLELE
507 S0% MLITE
P=——"wA TAAECA — 5
| I
47 |'_|I'|

Les ampliméres delétés sont plus courts de trois bases. Cette variation est visualisable sur gel de
polyacrylamide.

Figure 5. Mise en évidence par PCR d'une des délétions responsables de |a mucoviscidose
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Variante de la technique : le PCR multiplexe
Cette variante consiste a réaliser une amplification dans un tube unique avec plu-
sieurs couples d'amorces spécifiques d'une partie du géne a étudier. Chaque pro-
duit d'amplification peut avoir une taille differente afin d'étre différencie lors de
Fanalyse électrophorétique.

b) Mise en évidence de mutations ponctuelles par hybridation
avec des oligosondes synthétiques (allele specific oligoprobe, ASO)

@ Principe de la technique ASO

Cette technique permet de mettre en évidence la présence dune mutation pone-
tuelle dans de courts fragments, Deux oligonucléotides sont synthétisés et marqués
avec un isotope radioactil ou un margueur froid : 'un hybride la séquence normale
el l'autre la séquence mutée. Ces oligonucléotides sont alors mis en présence avec
FADN du patient a tester dans un milien ou les conditions n'autorisent que des
appariements parfaits. Le moindre mésappariement empéche toute hybridation.

En pratique, FADN a étudier est amplifié par PCR de maniere a obtenir une séquence
quasiment pure du segment a analyvser. Quelques ul de solution sont déposés en tache
(dot) sur deux membranes de nylon. La premiere membrane est alors hybridée avec
une oligosonde dont la séquence est équivalente a la séquence normale du géne, tandis
que la seconde est hybridée avec loligosonde correspondant a la séquence mutée du
gene. 5i PADN du sujer 4 tester est muté, il doit shybrider avec l'oligosonde mutée et
inversement. Un signal positil sera obtenu avec les deux sondes chez un hétérozygote.
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Figure 6. Hybridation post-PCR alléle spécifique at révélation par dat blot
pour la détection de la f-thalassémie

® Limites de la technique ASO
Utilis¢e sans amplification prealable de la séquence a tester, la méthode engendrait
des sondes des signaux parasites et donc un important bruit de fond lors de hybri-
dation. L'amplification préalable est donc indispensable.
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La technique nécessite I'emploi de quatre oligonucléotides (deux pour 'amplifica-
tion préalable et deux pour les sondes) et reste trés sensible aux conditions de
stringence de hvbridation. 11 est donc obligatoire pour se prémunir de toute
erreur d'employver un grand nombre de témoins en parallele,

| Variantes

Reverse ASO
Lorsqu'il existe une hétérogénéité allélique dans la région amplifiée, on peut inver-
ser la procédure d’'ASO (reverse dot). Dans ce cas, lamplimére marqué par la bio-
tine est hybridé & un filtre sur lequel une batterie de sondes de type ASO est fixée
de maniere covalente. Une tache doit apparaitre avec un seul ASO indiguant direc-
tement la nature de la mutation. Cette technique est a la base de techniques auto-
matisées sous la forme de biopuces a ADN.
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Plusieurs sondes marguées sont fixées sur la membrane. Le produit de PCR porteur de la mutation
s'hybride 4 son complémentaire,

Figure 1. Reverse AS0

Amplifications alléles dépendantes

L'allele specific PCR (ASPCR) et Pamplification refractory mutation system (ARMS)
sont des technigues d'amplification utilisant des amorces choisies de elle maniére
quelles m'amplifient que la séquence normale. Avec la séquence mutée, la techni-
que ARMS associe 4 la technique ASPCR T'utilisation d'amorces présentant une
autre mutation a distance alin de déstabiliser encore plus les hybrides imparfaits.
Ces techniques peuvent utiliser des amorces marquées avec des fluorochromes dif-
[érents pour distinguer directement les alleles aprés électrophorese.

TagMan 5" nuclease assay : il est icl nécessaire de disposer de bons 1émoins a cause
du probleme récurrent des hétérozyvgotes. En elfet, leur détection peut, la encore,
étre délicate puisqu'elle repose sur lexistence d'un signal positil obtenu a la fois
avec les versions sauvages ¢ m utées des amorces.

¢) Ligation répétitive d'oligonucléotides (LCR)
Cette technique va associer hybridation et ligation. Pour cela, deux oligonucléoni-
des s’hybridant au nivean de la séquence mutée sont synthétisés, Le premier oligo-
nucléotide doit sarréter immeédiatement avant la base mutée et la premiere base du
second oligonucléotide, qui correspond a la base suscepiible d'éire mutée, Les
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deux oligonucléotides sont hybridés avec 'ADN 4 tester puis une ligase (thermos-
table) doit souder bout a bout les deux oligonucléotides s'ils se suivent parfaite-
ment (absence de mutation). Plusieurs cycles d’hybridation-ligation sont réalisés.
Le produit obtenu est analysé par électrophorese.
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Figure 8. Ligase chain reaction

d) Association PCR-séquengage

Grice aux développements rapides des technologies de séquencage et a la baisse
constante du prix des réactifs, il devient aujourdhui possible de séquencer direc-
tement les produits de PCR. Dans le cas d'une mutation ponctuelle connue, il suf-
fit donc d'amplifier la région supposée étre mutée a laide d'amorces flanquant la
zone a amplifier puis de séquencer les produits de PCR obtenus.

Cette technique n'est pas soumise aux aléas des hybridations etfou des digestions
enzymatiques. Elle est done extrémement fiable pour pen que la polymérase utilisée
s0it une polymérase a trés faible taux d'erreur. La technigue est largement automati-
sable tant dans la réalisation que dans l'interprétation des résultats (des logiciels spé-
cifiques sont susceptibles de traiter et d'analyser les séquences amplifiées). Elle peut
étre emplovée pour dépister des mutations ponctuelles ou des polymorphismes.

2. Recherche d’'une mutation ponctuelle inconnue

Le probleme posé par la recherche d'une mutation inconnue responsable dune
maladie héréditaire a été simplifié par le développement des techniques d'amplifi-
cation par PCR.

a) Analyse des polymorphismes de conformation de 'ADN simple brin
(single strand conformation polymorphism, SSCP)

m Principe de la technique
La structure secondaire que prend un segment d’'ADN simple brin est directement
fonction de sa séquence. Généralement, une mutation ponctuelle au sein de cette
séquence modilie sullisamment la structure secondaire pour qu'il en résulte une



Les méthodes d'analyse des varlations de séquence des acides nucldiques

modification de migration en électrophorese. Cette propri¢té permet de metire en
évidence des mutations ponctuelles.

Dans un premier temps, la séquence (pas plus de 500 bp) dans laguelle on sou-
haite rechercher une mutation est amplifiée par PCR. L'ADN produit est marqué
par l'utilisation de nucléotides radioactils au cours de l'amplification Afin d'aug-
menter la spécificité de la technique, il est possible de réaliser une seconde PCR
nichée a I'aide d'amorces plus internes que les précédentes. Ces amorces préalable-
ment marquées A la T4 nucléotide kinase génerent un amplimére marqué,

Le produit d'amplification est alors dénaturé par la chaleur pour séparer les deux brins
d'ADN puis refroidi brutalement alin que ces deux brins restent séparés. Ces brins, qui
sont ensuite séparés par électrophorése en gel de polyacrvlamide faiblement réticulé
(en tampon neutre non dénaturant ), vont prendre une conformation spécifique, dépen-
dante de la séquence, conditionnant leur migration électrophorétique. Aprés autoradio-
graphie, les résultats sont comparés avec ceux d'un ADN normal. Une fois dépistée, la
nature de la mutation devra systématiquement étre précisée par séquencage.

® Limites de la méthode
La différence de migration entre ADN muté et ADN normal est souvent tres faible,
la mutation pouvant soit [reiner, soit accélérer la migration. I est done nécessaire
de traiter 'ADN normal dans des conditions les plus proches possibles de 'ADN
muté pour ne pas generer de résultats faussement positils. Le second inconvénient
de la technique réside dans l'emploi de matériel radioactil.
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Dans des conditions non dénaturantes, le simple brin d"ADM peut prendre différontes conforma-
tions 30 selon fa séquence de départ.

Figure 9. Technigue S5CP
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b) Electrophorése en présence d'un gradient de dénaturant
(denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE)

m Principe de la technique DGGE

La température de fusion (Tm, melting temperature) d'un ADN est directement fonc-
tion de sa séquence. Une mutation ponctuelle qui la modifie entraine donc inévita-
blement une modification de la Tm d'un domaine donné (domaine de fusion). Cette
modilication peut éwre mise en évidence par électrophoriése dans un gel de polya-
crylamide contenant un gradient linéaire d’agents dénaturants (urée + formamide).
La dénaturation provoque, pour la séquence qui présente le domaine de fusion le
moins stable, 'adoption d'une conformation simple brin qui va entrainer un ralen-
tissement considérable de sa migration électrophorétique dans le gel (fig. 10).
Lorsque la mutation est présente A 'état hétérozygote, les hétéroduplex formés
sont facilement identifiables.

Cette technique trés puissante permet de caractériser toutes les muiations. La
nature de la mutation devra étre précisée par séquengage.
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Figura 10. Technique DGGE

= Avantages et limites

Contrairement a la technique précédente, la technique DGGE ne nécessite pas de
produits radioactifs. Son principal écueil réside dans la lourdeur de sa mise au
point. Elle réclame en effet une analyse informatique poussée qui permet de déter-
miner exactement les conditions expérimentales. 11 est de plus parfois nécessaire
de sensibiliser la méthode lorsque la zone ne présente pas de domaine de fusion
bien individualisé en ajoutant en 3" de I'amorce une répétition de résidus CC
(trente a quatre-vingts nucléotides, GC clamp) dont le T, élevé contraste avec celui
de la séquence a explorer.
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Cette technique a été utilisée avec succes dans le deépistage des mutations du gene
CFTR qui sont responsables de la mucoviscidose.

¢) Clivage chimique spécifique des mésappariements
Les mésappariements qui impliquent soit un résidu cytosine, soit une thymidine
peuvent éire mis en évidence par le tetraoxyde d'osmium a 4 % et hydroxyla-
mine 2M qui les clivent spécifiquement. La mutation correspondante doit &ire
sequencée. Cette technigue reste peu employée en raison de la toxicité des pro-
duits utilisés.

d) Méthodes chromatographiques :
denaturating high performance liquid chromatography (DHPLC)

La DHPLC est une technique d'HPLC appliquée a 'analyse génétique : elle permer
de détecter des anomalies (mutations ou polymorphismes) dans un [ragment
d’ADN double brin en séparant les homoduplex (fragments d'ADN double brin
parfaitement apparies) des hétéroduplex (fragments d'ADN double brin présen-
tant un ou plusieurs mésappariements). Elle met en ceuvre une chromatographie
en phase inversée avec couplage d'ions. L'affinité différentielle des homoduplex et
des hétéroduplex pour la colonne permet de les séparer,

® Phase stationnaire

Elle est constituée de billes de polystyréne divinylbenzene sur lesquelles sont gref-
fés des groupements alkyles C18, Ces billes de 2 nm de diamétre sont contenues
dans une colonne, Les molécules d’ADN interagissent avec les billes par l'intermé-
diaire du TEAA (tampon de la phase stationnaire) qui est une molécule amphi-
phile. Elle permet le pontage entre les groupemenis alkyles des hilles (3} (pdle
hydrophobe) et les charges négatives des groupements phosphates des doubles
brins d'ADN (pdle hydrophile).

® Phase mobile

Elle contient 0.1 M de tri¢thylamine (TEAA} et de l'acéronitrile (ACN). Le
mélange de ces deux réactils au niveau de la pompe permet de créer un gradient
d'acétonitrile pendant analyse. L'acétonitrile est un solvant organique trés hvdro-
phobe. Il va permettre la libération de TADN de la phase ixe. Un gradient lineaire
d'acétonitrile permet d'éluer 4 des temps différents les constituants de échantillon
{homoduplex et hétéroduplex). Les molécules d'hétéroduplex sont éluees avant
les molécules d’homoduplex car il v a moins de liaisons entre les bases.

Pour que le systeme puisse détecter la présence dun mésappariement, il faur réa-
liser une dénaturation partielle du double brin I’ADN. Celui-ci est chaullé (55 a
63 “C), ce qui entraine une dénaturation partielle responsable d'une modification
de la structure spatiale de 'ADN, La température du four dans lequel est placée la
colonne doit étre déterminée au dixieme de degré pres selon le domaine de fusion
étudié. 5i celle-ci est trop élevée, les liaisons hydrogénes entre bases complémen-
taires sont rompues, FADN est alors sous [orme simple brin et les mutations ne
peuvent plus étre détectées, Un logiciel imégre a Pappareil permet de déterminer
la courbe de fusion ainsi que la température de réglage du four nécessaire a l'ana-
lyse des domaines de la séquence d’'ADN.
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Figure 11. Principe de la DHPLC

¢) Séquencage

Cest actuellement la méthode la plus sore puisqu'elle ne laisse théoriquement pas-
ser aucune anomalie. L'avancement du clonage total du génome humain associé
au développement de techniques de séquengage de plus en plus performantes fait
que cette technique devrait & terme supplanter toutes les autres techniques, en
routine dans les laboratoires de biologie moléculaire, pour dépister des mutations.
Les techniques de base sont actuellement fondées sur la mise en ceuvre de procé-
dures électrophorétiques utilisant des gels de polyacrylamide a haute résolution de
séparation en conditions dénaturantes.

La détermination de la séquence d'un fragment donné consiste a générer tous les
fragments se terminant par un A, T, G ou C suivant quatre réactions enzymatiques
ou chimiques dillérentes. Les produits de ces quatre réactions sont ensuite déposés
sur le gel dans des pistes adjacentes. La visualisation pourra se faire grice a I'utili-
sation de fragments marqués radioactivement ou de maniére fluorescente.

® Technique chimique selon Maxam et Gilbert

Cette méthode consiste a modifier chimiquement et spécifiquement les bases
d'ADN grice a I'hydrazine, le diméthylsulfate et I'acide formique. La pipéridine est
ensuite ajoutée au milieu réactionnel pour catalyser le clivage des bases modifiées :
G avec DMS, G + A avec l'acide formique, T + C avec 'hydrazine et C avec hydra-
zine + NaCl. La séquence sera alors déduite des quatre réactions. Une amélioration
de la technique de Maxam, appelée « séquencage multiplex », permet d'analyser
gquarante séquences différentes sur un seul gel de séquence. Ce type de technigque
est aujourd’hui tomhé en désuétude,
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® Technique engymatique selon Sanger

Cette méthode utilise une ADN polymérase capable de synthétiser le brin compleé-
mentaire d'un fragment d'ADN matrice. Cette polymérase va utiliser des 2'-3° didé-
soxynucléosides triphosphate (ddNTP) comme substrat. Le processus d'élonga-
tion débute en 5' a 'aide d'une amorce spéciflique hybridée au brin matrice. Pour
générer les différentes pistes, seul un des quatre ddINTP est incorporé successive-
ment dans quatre milieux réactionnels dilférents. Lorsqu'un ddNTP est incorpore
a l'extrémité 3, I'élongation est bloquée. Les produits de chagque réaction se termi-
nant par ddATP, ddTTP, ddGTP ou par ddCTP sont fractionnés et déposés sur gel.
A l'origine, ces deux technigques ne peuvent fonctionner qu'avec de 'ADN simple
brin. Le plus souvent, afin d'avoir des séquencages de qualité, les deux brins a
séquencer sont séparés et un monobrin est sous-cloné dans un phage monobrin.
Aujourd’hui, avec I'amélioration des techniques, il est possible de se passer de
sous-clonage et de séquencer directement les produits de PCR, par exemple,
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Figure 12. Technigue de séquengage selon Sanger
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Figure 13. Ségquengage automatisé haut débit

m Nouvelles technologies

Les gros besoins en séquences des projets de séquencage de génomes entiers pour
établir les cartes génétiques des dillérents chromosomes ont permis a la technolo-
gie de séquencage de progresser trés rapidement. Le plus petit des chromosomes
(chromosome Y) contenant 50 mégabases, le plus grand (chromosome 1) au-dela
de 250 Mb, il était donc indispensable de se doter de techniques performantes et
peu coiteuses (100 000 bases/jour, moins de 0,30 euro la base) pour séquencer de
si grands fragments.
Les méthodes de seconde génération, seules utilisées en routine aujourd'hui et
toutes directement inspirées de la technique de Sanger, permettent de gagner un
facteur 10 en vitesse et de baisser signiflicativement les cotts. Ce sont des techno-
logies utilisant principalement des techniques électrophorétiques en capillaire a
haut voltage (96 capillaires peuvent fonctionner en paralléle) qui augmentent la
résolution de séparation des fragments, qui peuvent étre couplées a des techniques
de détection ultraperformantes (comme la spectroscopie ionique pour détecter des
isotopes stables) et qui sont soutenues par de puissants logiciels informatiques.
Les méthodes de troisieme génération, qui devraient permetire d'augmenter trés
fortement l'efficacité, sont des techniques en développement qui tendent a se pas-
ser de gels. Elles devraient faire appel a des technologies comme :
* la cytométrie de flux avec repérage de la fluorescence émise par les bases mar-
quees |
* la lecture directe de la séquence en base du brin dADN par microscopie atomigue ;
= l'analyse par spectrométrie de masse de la séquence d’'ADN ;
* le séquencage par hybridation a des nucléotides marqués de séquence courte
connue ;
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» le pyroséquencage on I'on utilise le fait que la polymérase, lorsquielle allonge le
brin, produit & chaque incorporation un pyrophosphate (PPi). Ce pyrophos-
phate est alors transformé en ATP par une ATP sulfurylase. Cet ATP produit sert
a l'oxydation de la luciférine par la lucilérase qui va produire des photons qui
seront comptabilisés. En fonction de la base introduite, un signal est émis. 11 est
done possible de repérer progressivement la nature des bases incorporées,

o Polyrmdérase _ _
(Maj + Nucléatide -  (Mal, .+ PH
ATF sulfurylase .
PPi = APS - - ATF 4 50T
Lucitérase _ o ) _
ATP + Luciférin + (3, = AMP + PP+ Oxylucifénin + CO, = Light
A 40T m C AT a0 1T B C A QIT a

JJI\M.
A G T C AG T OC AGTCAGTOC AGTOCOC aAGCTOC A G

Figure 14. Fyrosequengage

3. Analyse indirecte par analyse familiale
de la cotransmission de marqueurs moléculaires de 'ADN

Il arrive souvent que le diagnostic direct ne soit pas possible. [l s'agit dans ce cas
d'adopter une stratégie indirecte qui suppose de disposer dans le voisinage du géne
a analyser d'une ou plusieurs sondes reconnaissant un marqueur moléculaire géne-
tique. En effet, 'ADN génomique humain est caractérisé par son polymorphisme
genotypique, c'est-a-dire l'existence de variations stables capables d'étre transmises
a la descendance. Ces variations génotypigues expliquent en partie la grande diver-
sité phénotypique des individus. On distingue différents polymorphismes
* les polymorphismes de restriction qui intéressent des variations ponctuelles de
sequence touchant un site de restriction ;
* les polymorphismes de répétition qui se distinguent entre eux par le nombre de
copies de séquences répétées :
— si le mouil de base est supérieur a dix nucleotides, ces séquences sont appelées
« minisatellites » ou « VNTR » (variable number of tandem repeats) |
— si le motifl de base est compris entre un et cing nucléotides, elles sont appelées
« microsatellites » ou « STR » (short tandem repeats).
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Les principales applications concernent :

* le diagnostic des anomalies de 'ADN constitutionnel responsables de maladies
héréditaires (diagnostic prénatal, détection des hétérozygotes) ;

* le diagnostic des anomalies de 'ADN somatique responsables de prolifération
cellulaire monoclonale maligne.

a) Polymorphismes de restriction
(restriction fragment length polymorphism, RFLP)

De nombreux sites de restriction jalonnent les molécules d'ADN génomique. Cer-
tains d'entre eux sont invariants ou permanents (quel que soit l'individu étudié),
d'autres sont facultatifs ou occasionnels. Ces sites occasionnels sont appelés
« RFLP » parce qu'ils vont induire a l'endroit du génome ot ils résident (locus) un
polymorphisme de longueur des fragments de restriction. Bien entendu, les RFLP
peuvent se trouver soit dans des régions codantes du génome, soit dans des parties
introniques ou non codantes. Ils n‘ont en eux-mémes aucune signification fonc-
tionnelle. Un RFLP posséde toutes les caractéristiques d'un géne. 1l présente un
locus, l'existence de deux [ormes alléliques (présence + ou absence —) et la ségré-
gation a la méiose (30 % de gametes + et 50 % de gamétes — pour un individu +/-).
L'étude des RFLP a été initialement réalisée par Southern blot avec des sondes
ADNc (exoniques ou juxta-exoniques) puis ADNg (exoniques, introniques, extra-
geéniques). Elle est maintenant réalisée par séquengage des produits de PCR obte-
nus a l'aide d'amorces flanquant le site de restriction a étudier.
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F = pire, M = mére, T = trophoblaste, Ch = soeur atieinte,

Alors que les deux parents apparaissent clairement hétérozygotes,
le trophoblaste analysé révéle que le fcetus a tester est porteur

du méme génotype que sa sceur malade,

Figure 15. Diagnostic prénatal de la f-thalassémie utilisant un RFLP Awvall
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b) Mini- et microsatellites
La recherche systématique de polymorphismes maoléculaires de 'ADN a abouti a
la découverte de polymorphismes de type minisatellites et de type microsatellites.
11 s'agit done de motils nucléotidiques (deux a quelques paires de bases) répétés
en tandem n fois, n étant un entier plus ou moins grand. 11 v aura done, par diges-
tion dune enzyme de resiriction & deux sites invariants bornant cette séquence,
autant de fragments de railles différentes qu'il y a de valeurs n possibles de la répé-
tition d'un individu a laurre.
Le nombre élevé de génotvpes possibles rend peu probable la possibilité que deux
individus soient porteurs du méme génotype. Les plus nombreuses et les plus uti-
lisées des répétitions sont les répétitions CA on TA.
C'est ce type de méthode qui est utilisée pour diagnostiquer la maladie du X-fragile
{expansion de triplet (CAG)n dans le promoteur du géne FMR1L) et la dystrophie
myotonique (expansion de triplet (CTGIn dans le géne codant pour la myotonine
protéine kinase).

B. Analyse de 'ARN messager

Contrairement a l'analyse de TADN génomique, celle qui concerne 'ARNm est lar-

gement plus délicate. En effet, TARNm présente :

= une grande vulnérabilité vis-a-vis des RMNases, enzymes ubiquitaires et difliciles
a inactiver completement |

* une grande complexité et une spécialisation cellulaire stricte ;

= une trés faible abondance pour certains d'entre eux.

Compte tenu de l'expression variable des ARN messagers selon les tissus (sauf

pour les génes dits « domestiques » qui présentent une expression ubiguitaire

dans tous les tissus), les analyses vont donc savérer conditonnées par la spécifi-

cité tissulaire. 11 conviendra donc de choisir avec soin le tissu source. 1l exisie

cependant une ranscription illéegitime qui correspond 4 la transcription a bas bruit

de génes, théoriquement tissus-spécifiques, dans toutes les cellules. Cette trans-

cription est accessible par 'analyse par PCR.

La plupart du temps, lanalyse des ARN se borne a une analyse des ARN totaux. 11

s'avere parfois intéressant de pratiquer un enrichissement en ARN polyadényleés,

afin d'analyser les ARN réellement codants. Les principales méthodes d'analyse

gualitative des ARN sont les suivantes :

1. Northern hlot

La méthode de Northem (par opposition humoristique au Southern blot, appelé ainsi
par le biologiste Edwin Southern qui a aussi inspiré le nom « Western blot » qui fait
référence aux SEQUENCES €11 acides aminés des pmtnéine;:] mm]:nrrnd une premiere
érape de séparation des ARN par électrophorése en gel d'agarose dénaturant pour abo-
lir la structure secondaire qui pourrait géner la migration et lhybridation. Ensuite, les
ARN sont translérés sur filue et hybridés avec une sonde marquée. Linconvénient
principal de cette méthode est son mangue de sensibilité, mais cette technigue permet :
* d'objectiver la présence d'un ARN ¢

» d'explorer les intermediaires de maturation de cet ARN |
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= d'apprécier la taille des ARNm et donc de mettre aisément en évidence l'exis-
tence d'un épissage alternatil avec des ARN de taille différente.

Transfert de FARN Séparation
migré sur des ARN par &
nitrocellulose électrophorise ﬁﬁﬁ%ﬁmﬁf@
. "T j BB BRodiledas
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o
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r
Riéwvilation
de I'ARMN d'intérés

La photo de droite montre 'expression d'un ARN messager dans différents tissus aprés électro-
phorése (en haut), puis hybridation et révélation avec une sonde spécifique (en bas), Cet ARN
apparait exprimé dans la plupart des tissus mais est surexprimé dans le coeur et sous-exprimé dans
la rate et les poumons,

Figure 16. Principe du Northern blot

1l existe des variantes type dot blot oii TARN est [ixé sur la membrane sans élec-
trophorése initiale.
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Figure 17. Dot blot réalisé pour apprécier le niveau d'expression
de différantes souches bactériennes dans différents sols

2. Cartographie a la nucléase S1

L'exploration par la nucléase S1 permet de mettre en évidence des différences entre
la séquence d'une sonde d'ADN génomique et celle d'un ARNm (recherche de
mutations ponctuelles). La sonde ADN marquée est hybridée avec 'ARN a tester
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dans des conditions telles que seuls les hybrides ADN-RNA se forment. Le RNA
messager correspondant au géne shybride avec les parties codantes de I'ADN géno-
migque, les parties non codantes restant sous forme monobrin.

On wtilise alors la propriété de certaines enzymes qui ne clivent que les séquences
d'acides nucléiques monocaténaires. Un mésappariement, méme partiel, crée une
zone vulnérable vis-a-vis de ces enzymes. Leur action se manifeste par un raccour-
cissement de la sonde marquée, visualisée par migration dans un gel dénaturant.
La nucléase 51 clive seulement les séquences non apparié¢es sur plus de trois
nucléotides. Pour apprécier des mésappariements plus petits, on utilisera la
RNAse A qui peut révéler certains mésappariements d'une seule base. Ce type de
méthodologie est également utilisé pour mettre en évidence aussi bien des messa-
gers minoritaires que pour en déterminer lextrémite 5'.

3. Reverse transcriptase-PCR (RT-PCR)

La Taq polymérase ne pouvant utiliser FARN comme matrice, il est nécessaire de
réaliser une étape intermédiaire ol 'ARN est transformé en ADN complémentaire
(ADMNc) utilisable comme substrat de la Tag polymérase.

On réalise donc une transcription inverse du brin d’'ARN en utilisant une ADN
polymeérase ARN dépendante (la transcriptase inverse} et des amorces (soit de
loligo-dT se lixant sur la queue de poly A, soit un mélange d'hexanucléotides syn-
thétisées an hasard, soit 'amorce en position 3' utilisée pour la PCR ou, dans ce
dernier cas, seul 'ARN d'intérét est synthétisé). L'ADN complémentaire servira
alors de matrice pour l'amplification en PCR.

Cette technigue permet Famplification considérable des ARN messagers et l'ana-
lyse compléte de leur séquence (les produits de PCR peuvent en effet &tre facile-
ment séquences).

AAAA ARNm polyA

TITT Frimer aligodT ou random
AAMAA

I

Reverse transcripiase

Hybride ARM/ADN

AMAA
TFTT

% °C {séparation des brins)

AAAA

LI cA ———= X oycles de PCR
Figure 18. Préparation d'un ADMN complémentaire & partir d'un ARN
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WII. Analyse quantitative
de I'expression des génes

Au niveau de 'ADN, on s'intéressera surtout a lanalyse quantitative de 'expres-
sion génique pour apprecier lintensité d'une variation de séquence (le plus sou-
vent une délétion ou une amplification}. En estimant le nombre de copies ampli-
fices d'un géne par rapport a un témoin, il est possible d'apprécier une diminution
ou une amplification du signal. Les délétions complétes homo- ou hémizygotes se
traduiront par I'absence totale de signal. En revanche, les délétions complétes hété-
rozygotes seront plus dilliciles a interpréter et le recours a un dosage génique sera
indispensable. Pour les génes autosomiques uniques, ce dosage génique doit en
principe varier de 50 % par copie haploide délétée.

Pour 'ARN, on cherchera surtout a4 quantifier la présence d'ARN dans différents
milieux {sang, etc.} ou tissus. Ce type de technique est trés emplové en cancérolo-
gie pour suivre la maladie résiduelle aprés traitement ou avec la survenue de réci-
dive (par exemple, quantification des transcrits ber-abl dans la leucémie myéloide
chronique). Les principales techniques de mesure sont les suivantes :

A. Dot blot, slot blot

L'hybridation sur tache {dot blot, slot blot) permet d'apprécier la présence et anssi
la quantité d'un acide nucléique (ADN, ARN). Elle n'est valable que si la sonde uti-
lisée est unique et done si avcune hybridation croisée ne vient interlérer avec le
résultat final.

Les ARN sont fixés sur membrane et celle-ci est hybridée avec une sonde complé-
mentaire monobrin marquée [pour FADN, sonde ADN ou oligonucléotidique ;
pour FARN, sonde d’ADN dénaturé (cDNA) ou oligonucléotide antisens ou ARN
antisens|.

L'intensité du signal est mesurée par analyse densitométrigue du signal autoradio-
graphique. Cette intensité pour le géne considéré est généralement comparée a une
gamme d'étalonnage. I est done possible de connaitre précisément le nombre de
copies du géne présent dans F'échantillon.

B. Southern blot, Northern blot

Ces deux techniques peuvent, au méme titre que le dot blot, permettre de quantifier
les fractions objectivées lors de autoradiographie. Pour les ARNm, il devient méme
possible de quantifier précisément les isoformes d'épissage et done de comparer des
lissus entre eux.
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QUANTIFICATION RELATIVE

Fibronectin n d*- 7.0 kb
T
GAPDH h -

Le géne codant pour la GAPDH sert de référence {la GAPDH est un géne domestique ubiquitairement
distribué dont le niveau d’expression est considéné constant dans les tissus),

Figure 19. Quantification des ARNm codant pour |a fibronectine par Northern blot

C. PCR guantitative

Théoriquement, la PCR peut permettre de mesurer le nombre de copies de la
séquence cible dans un échantillon d'ADN (ou méme d'ARN). En réalité, il est
extrémement difficile de réaliser cette détermination qui reste le plus souvent peu
fiable et peu précise,

Les premiéres techniques pour optimiser la PCR quantitative conventionnelle, afin
de diminuer les variations entre les tubes, ont utilisé un compétiteur interne ayant
la méme composition en bases mais qui est plus long ou plus court de quelques
bases que la séquence a mesurer. Dans ce cas, les amorces utilisées entreront en
compétition avec les deux cibles (sauvage, a doser, et modifiée, apportée en quantité
connue). Aprés coamplification de la cible avec une gamme de compétiteur, la quan-
tité de cible est considérée comme égale 4 la quantité de géne a doser lorsqu'une
équivalence d'amplification entre les deux cibles sera objectivée par une bande de
méme intensité sur le gel. Dans tous les cas, le nombre de cycles d'amplification uti-
lisés sera [aible de maniére a rester dans la phase exponentielle damplification.
Ces techniques compétitives se sont révélées lourdes a gérer, en particulier pour
les RT-PCR quantitatives pour lesquelles il fallait disposer d'un ARN étalon modi-
fié. Cet ARN exogéne, nécessaire pour s'affranchir des variations de rendement de
la rétrotranscription, est le plus souvent trés instable. 11 peut done étre lui-méme
source de variations.

L'amélioration des techniques de PCR, notamment 'avénement de technigques uti-
lisant la fluorescence émise par une sonde pour suivre en temps réel la formation
d’amplimeres, a permis de disposer de techniques plus reproductibles pour quan-
tifier les acides nucléigques.

Bl
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L'wtilisation de la dilution d'un standard dont les quantités sont connues permet d'établir une
courbe de calibration servant de référence pour quantifier 'ARN messager dans un tissu donné.

Figure 20. PCR gquantitative

W. Cas particuliers des techniques a trés haut débit

Leur objectif n'est pas de détecter de maniére précise une variation de séquence
ponctuelle (qu'il s'agisse d'une mutation isolée ou d'une petite délétion) mais
d'analyser la globalité d'un génome (analyse de FADN) ou de ses produits (analyse
des ARN synthétisés). Des anomalies ponctuelles peuvent apparaitre dans la diver-
sité des résultats engendrés. Le contexte clinique ou de recherche dans lequel
'analyse a été réalisée aménera 4 renseigner plus précisément en utilisant les tech-
niques précédemment décrites.

Copyrighted material
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Quel que soit leur objectif (ADN ou ARN), ces techniques utilisent les principes
de base couramment employés pour des analyses plus précises : amplification des
acides nucléiques, hybridation des acides nucléiques.

* Les objectils d'une puce & ADN (puce a SN, single nucleotide polymorphism, par
exemple} sont encore du domaine de la recherche (génomique). 1ls visent, dans
un cadre nosologique trés précis, a déterminer les variants de séquences (SNFP}
alin d'identifier des groupes de SNP communs a une situation particuliére (trait
génétique lié au BMI - Body Mass Index ou IMC, indice de masse corporelle —,
l'aptitude & l'effort brel ou prolongé, etc.) ou a une pathologie (susceptibilité a
une maladie, une infection, etc.).

* Les objectifs d'une puce 4 ARN consistent a évaluer précisément le répertoire
d’ARN (transcriptome) exprimés par un type cellulaire, un tissu, un organe dans
des conditions définies a un instant donné. La encore, ils peuvent servir dans un
cadre nosologique précis a déterminer les éléments caractéristiques d'un état
donné (mise en évidence d'une réponse a une thérapie, établissement de la carte
d'identité fonctionnelle d'une tumeur par rapport a celle du tissu sain, etc.).

I¥immenses progris technologiques ont é1é réalisés ces derniéres années quant
aux méthodes de génomique et de transcriptonique. Stimulées par la connaissance
du génome, elles permettent daccroitre la sensibilité et la capacité de traitement.
Ainsi, la possibilité d'amplifier a souhait les acides nucléiques offre une grande
Mexibilité et permet sans cesse de repousser les limites.
Les microarrays sont un outil qui accorde une vision globale, mais ces technolo-
gies encore trés onéreuses ne sont aujourdhui utilisées de fagon courante qu'a
l'occasion de vastes études visant a définir précisément une cible particuliere ou
une voie de signalisation montrant une importance clinique ou physiologique
dans le cas éwudié. Une fois cette étape de criblage ellectuée, les techniques con-
ventionnelles sont appliquées pour étudier plus finement le phénoméne,

DINA pénomigque Digestion PEETERRE, =, ok iz =i e peaey
——> W
4 ! i BT |
Xha Xba Xha L
Ligation U
[ Amplification PCR e1 adaplateurs
] AVEC Primer Unigue |
_-— s . .
——_ - Réduction I 5. S

de la complexité

Hybridation
Fragmentation % et lavage
el marquage m: - "“
terminal ﬂ ::}

= T

Seulement 250 ng d’ADM génomigue par puce sont requis comme matériel de départ, L'ADN est
digéné par une enzyme de restriction et li¢ a des adaptateurs. Une amorce générique recannais-
sant la séquence d'adaptateurs est utilisée pour amplifier sélectivement les fragments de la PCR
dans un certain intervalle de tailles. L'ADN amplifié est fragmenté, margqud et hybrideé sur la puce.

Figure 21. Principe des puces & 3NP
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L'essentiel de |a question

Les vanations de séquence des acides nucléiques concernent soit 'ADN, soit I'ARN

et peuvent intéresser aussi bien des grandes parties du génome que toucher une

base unique & la faveur d'une mutation ponctuelle. A cété de cet aspect purement

qualitatif, I"amplification de certains g&nes, a I'origine de différents processus néo-

plasigues, devra étre appreéciee a l'aide de technigues quantitatives. Les technigues

a mettre en cuvre vont donc devoir répondre 3 ces différents aspects exploratoires.

Toutes sont fondées sur deux propriétés des acides nucléiques :

= |'hybridation, c’est-a-dire la capacité qu'ont deux séquences complémentaires de
s'associer spécifiquement entre elles ;

» |a réplication, c’est-a-dire la proprigte que possede I'"ADN de pouvaoir étre duplique,
une molécule d"ADN engendrant sous l'action de polymérases deux molécules
filles rigoureusement identiques a la molécule de départ.

La premiére propriété a servi de base a des methodes historiques comme le
Southern blot pour I'ADN et le Morthern blot pour I'ARN. La seconde est le fonde-
ment de toutes les techniques d'amplification élective in witro (PCR pour I'ADN,
RT-PCR pour I"TARNM).

L'utilization des techniques d'amplification a révolutionné I'analyse des acides
nucléiques puisqu'il devient possible a partir d'un petit échantillon biclogique
d'amplifier exponentiellement la partie a analyser, pour peu que celle-ci soit connue,
Couplées a des méthodes de sequengage de plus en plus fiables, performantes et
peu colteuses, || devient possible de sequencer base aprés base de trés grandes par-
ties du génome. Cette approche permet non seulement d'analyser des altérations
portant sur des génes bien identifiés, mais aussi de découvrir d'autres génes qui sont
autant de cibles pour des maladies génétiques constitutionnelles ou somatiques.

Pour en savoir F!us

= Kaplan ).C.. Delpech M. Biologie moléculaire et médecine. Paris, Flammarion Médecine-
Sciences, 1993,

« Maniatis T., Sambrook J., Fritsch E.F. Molecular biology, a laberatory manual, 2° éd. Plymouth
{Rovaume-Uni) Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1991,

= Ameziane N, Bogard M., Lamoril ]. Principes de biologie moléculaire en biologie clinigue.
Paris, Elsevier, « Campus rélérence », 2006

» Sites Internet dédiés aux techniques de biologie moléculaire -

* hip/iwww protocol-online net/malhio/PCR

s h :

» hupsfwww pasteut. [vfrecherche/BNBS

* Et bien d'autres & découvrir...
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C. Modifications chimigues
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C ertains génes sont exprimés dans pratiguement tous les types de cellules car ils
canstituent un élément clé requis pour le fonctionnement général de la cellule
comme fa synthése protéique, la production d'énergie... De tels génes sont appelés
« genes de meénage » (housekeeping genes). En revanche, de nombreux genes presen-
tent des profils d'expression Hssu-spécifiques, Certains génes ne sont exprimes gue
dans un type de cellule en fonction ges besoins, par exemple, le géne HBB codant ia f3-
globine n'est exprimé que dans les cellules érythroides,

L'expression des génes peut également etre restreinte dans le temps, par exemple a
une cerfaine élape du développement, a certains stades de la différentiation cellulaire,
du cycle cellulaire. L'expression d'un géne peut aussi Btre induite par des signaux
extracellulaires ou différents facteurs de ['environnement.

Différents mécanismes impligués dans la régulation de !'expression des génes sont
présentés dans cet expose.

|T Rappel sur la structure d’un géne

Il n'existe pas de structure délinie d'un géne mais la figure I est le modele le plus fré-
I:'II_IE'I'I.'[. I.f: g{‘l’lf COImmence en ,'T 'PE.T une EEElLIETlEE T l]'EI.I'IErETi[E, I:lﬂll'.l.l ]ﬂ. pré‘sance
est nécessaire pour que la transcription s'eflectue quantitativement et gqualitative-
ment de maniére normale. Ces séquences peuvent ére (rés éloignées. Vers — 100 par
rapport au site d'initiation de la transcription, commence la région promotrice oli se
lixe FARN polymérase [1. Vers — 70 a — 80 se trouve res souvent une sequence
CAAT ou se fixent des facteurs protéiques de transcription. Vers — 30, on retrouve
(saul pour les genes de ménage 4 expression ubiquitaire) la TATA box on se fixe le
complexe TFII D interagissant avec dautres facteurs de transcription et TARN
polymérase 11. 5i elle est délétée, le taux de transcription est diminué et la fidélité du
point d'initiation de la transcription est perdue. Vient ensuite le site d'initiation de

Sige d"Initistion
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St &7 imistation le clivage die la goeue peby &
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Figure 1. Schéma général d'un géne codant pour une protéine




Réguiahon de lexpression des génes codart les proféines

la transcription suivi d'une partie non codante (5" UTR, UnTranslated Region) de
longueur variable et ce jusqu'a la séquence ATG, codon méthionine dinitiation de
la traduction, localisé au sein de la séquence consensus de Kozak conecATGG (avec
n=a,c, gout) Suivent ensuite une alternance de séquences présentes {exons) ou
non (introns) dans FARNm cviosolique. Le signal d'arrét de la traduction est donné
par un codon STOP (UAA, UGA, UAG). Enflin, 10 4 20 pb avant la [in du dernier
exon est retrouvé le site de reconnaissance pour le clivage de la queue polyA,
AATAAA.

Les limites des genes sont relativement imprécises et les 1ailles des genes sont trés
variahles, pouvant dépasser deux millions de pb, souvent sans relation avec la
taille de la protéine exprimée.

ﬁ. Différents niveaux de régulation
de I'expression des géenes

Il existe plusieurs niveaux de régulation de I'expression des génes : chromatinien,
transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel (fig. 2).

WII. Environnement chromatinien des génes actifs

A. Structure de la chromatine

La chromatine est constituée essentiellement de FADN du génome complexé a des
protéines basiques, les histones, L'unité structurale responsable de la condensa-
tion de la chromatine est le nucléosome résultant de l'enroulement de la double
hélice de FADN autour d'un octamere d'histones (H2A, H2B, H3, H4). Une cin-
quieme histone, lhistone H1, vient sceller les nucléosomes. Au-dela du nucléo-
some, les niveaux supérieurs de condensation de la chromatine résultent de la pro-
pension des nucléosomes a sempiler régulierement les uns sur les autres et au role
structurant, reliant de I'histone H1 dans ces empilements. La fibre chromatinienne
de 30 nm constituerait le premier niveau de condensation,

La chromatine du noyau interphasique est constituée de zones d'ombre et de zones
claires correspondant respectivement a I'hétérochromatine et a I'euchromatine.
L'hétérochromatine périphérique, forme trés condensée de chromatine, est
dépourvue de genes actils. L'euchromatine, forme beaucoup moins condensée,
correspond & la fibre chromatinienne de 30 nm et contient les génes actifs. Sa
forme ouverte rend accessibles des protéines impliquées dans I'expression de ces
gENES.

1l est possible de mettre en évidence des zones d'accessibilité préférentielle de la
chromatine liées a son état de condensation. Ces zones sont appelées « sites
sensibles » ou « hypersensibles ». Les sites sensibles correspondent a des génes
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Figure 2. Schéma récapitulatif des différents niveaux de régulation de 'expression d'um géne

actifs se trouvant dans une conformation chromatinienne particuliere qui les rend
accessibles 4 un certain nombre de protéines comme FARN polymérase ou des pro-
téines régulatrices de la transcription. Les sites hypersensibles correspondent aux
génes tres activement transcrits.

La formation et le maintien d'un domaine chromatinien ouvert permettant l'acces
de protéines régulatrices peuvent étre réalisés par des séquences appelées LCR
{locus control region). Les premiers LCR ont été découverts grice a 'étude des
gines de la f-globine humaine. Aujourd’hui, on pense qu'ils sont impliqués dans
l'expression de nombreux génes actifs lors du développement.
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Le LCR de la f-globine contient au moins trois séquences d'environ 200-300 ph
correspondant a des sites de reconnaissance de protéines se liant a FADMN (fig. 3).
Ces protéines contrileraient la structure de la chromatine au sein du domaine
fonctionnel. En labsence de LCR (H52, HS3 et HS4), 'expression des genes de -
globine est négligeable.

D'autres sites hypersensibles ont éte identiliés au niveau du promoteur de chacun
des génes de globine. Dans le foie [oetal, les promoteurs des deux génes ¥y, des
génes [ et & présentent un site hypersensible. Dans la moelle osseuse de 'adulie,
les sites hypersensibles localisés dans les promoteurs des deux génes ¥ sont absents
et la transcription de ces génes est inexistante.

Sples Jivpsassnsedars

£ Gy Ay by L] f

B Closker des ghues de globine

Trois sites hypersensibles sont localisas 20 kb en amont du cluster B-globine. Ces trois sites mar-
quent l'emplacement du LCR (focus control region). Des sites hypersensibles supplémentaires
sont retrouvés en amont de chacun des génes & Mendroit de iixation de FAEN polvmérase, Ces
sites hypersensibles ne sont retrouvés qu’a un moment particulier du développement, lorsque le
gene adjacent est actif,

Figure 3. Représentation du cluster p-globine

B. Acetylation des histones

Les histones peuvent subir des modifications post-traductionnelles au niveau des
domaines N et C terminaux qui peuvent influencer les propri¢iés dvnamiques des
nucléosomes. L'acétylation de H3 et de H4 sur les résidus lysine relache les con-
traintes appliquées par les domaines N terminaux de H3 et de H4 sur FADN
nucléosomal. Elle semble é¢galement réduire la capacité de histone H1 a provo-
quer la condensation des nucléosomes. La chromatine présente alors une structure
ouverte plus adaptée a l'expression de genes.

En revanche, la désacétylation des histones entraine la répression de 'expression
de génes. Les histones de 'enchromatine sont acétylées alors que les histones de
I'hétérochromatine sont généralement non acétylées. Par ailleurs, une fois la trans-
cription amorcée, l'acétylation des histones pourrait faciliter le déplacement tran-
sitoire des nucléosomes au passage de TARN polymérase.

C. Régulation par modification de la structure primaire de I'ADN :
méthylation

Les cytosines appartenant aux doublets CpG sont méthylables par des cytosine-
méthyl transférases. La méthylation des cytosines situées en particulier dans la
région 3" non transcrite des génes est associce a une diminution de leur activité
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transcriptionnelle. Chez I'homme, plus de la moitié des génes sont localisés pres
d'ilots CpG. Le profil de méthylation est conservé aprés division cellulaire, ce qui
assure la conservation de I'expression ou de la non-expression d'un géne dans les
cellules filles.

Il a été montré que les processus de méthylation de 'ADN et de désacétylation des
histones étaient reliés,

La répression de I'expression de génes présentant des CpG méthylées dans leur
région promotrice est médic¢e par des protéines se liant spécifiquement aux CpG
méthylés. Deux de ces protéines, MeCP1 et MeCP2 (methylated CpG binding pro-
teins 1 and 2}, ont été identifiées. Il a été montré que MeCP2 est essentielle lors du
développement embryonnaire et fonctionne comme un répresseur de transcrip-
tion. La répression de l'expression des génes par MeCP2 met en jeu un complexe
protéique composé d'histones désacétylase. Les histones alors désacétvlées per-
mettent la condensation de la chromatine. Les caractéristiques de la chromatine
liées a lactivité transcriptionnelle des génes sont résumées dans le tableau 1.

Tableau 1. Etat de condensation de |a chromatine, de méthylation des CpG et d'acétylation
des histones en fonction de 'activité transcriptionnelle de 1a région

Transeription active Tramscriplion inactive
Confarmation de fa chromatine | Reldchés (euchmmating) Trits condensée :'||:!h:!r|||:h|:|-|r atine]
Méthﬁatlunﬁelhﬂﬂ - ADN déméthylé en particulier niveay régions promodrices ADN methylé
ﬂf;Tﬁ'Tﬂ_lllﬂEEﬁhlﬂmEﬁ- | Histonas acatyléas Histomes déacityléas

D. Reconfiguration de I'ADN

L'expression de certains génes peut nécessiter une reconfiguration de 'ADN, L'orga-
nisation et l'expression des génes des immunoglobulines (1g) et du récepteur des cel-
lules T (TCR) dans les cellules B et T sont particuliéres et sont 4 l'origine de leur
diversité, Les réarrangements de TADN aux loci 1g et TCR (recombinaison V-] ou V-
D-]) ent lieu au cours de la maturation des cellules B et T.

ﬁv. Régulation de la transcription

L'initiation de la transcription des génes se produit par liaison de facteurs de trans-
cription au niveau du promoteur des génes.

Chaque géne est précédé par une série de séquences régulatrices d'amont séparées
par des séquences non critiques. Ces séquences sont capables de modifier le taux
de transcription des génes auxquels elles sont associées : régulation en « cis ».
Les séquences régulatrices d'amont conférent a un géne des potentialités de régu-
lation (positive ou négative) assurée par des protéines qui s’y fixent et qui sont
appelées des [acteurs « trans »,
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A. Régulation en « cis »

1. Promoteurs

La région promotrice correspond a une combinaison de petits éléements de

séquence localisés en amont d'un géne dans les 200 pb qui précedent le site d'ini-

tiation de la transcription.

La région directement en amont du site d'initiation de la transcription permet 'ini-

tiation de la transcription et expression constitutive du géne en dehors de tout

élément de régulation supplémentaire. Des éléments de séquence sont contenus

dans les 50 pb qui précedent le site d'initiation de la transcription :

* TATA box (TATA(A/TIA[A/T) en général en position — 25, dans un environnement
de séquences riches en GC et reconnue par la TATA binding subunit de TFIID) |

» la séquence BRE (TFII B recognition element) immédiatement en amont de la
TATA box ;

* la séquence Inr (initiator] localisée au niveau du site d'initiation de la wanscription |

* la séquence DPE {downstream promoter element) localisée environ 30 ph en aval
du site d'initiation de la transcription.

Entre les positions — 50 et — 200 en amont du site d'initiation de la transeription,

on retrouve de nombreux sites de reconnaissance de facteurs de transcription

ubiquitaires

» GC box, souvent retrouvées dans les 100 pb précédant le site de transcription,
site de fixation du facteur ubiquitaire Spl ;

* CAAT box, localisées en général en position — 73 et reconnues par les facteurs CTF
et CBF (CCAAT-hinding transcription factor = NF-1, CCAAT-hinding factor = NF-Y).

Ces deux éléements permettent de moduler la transcription basale induite par le

promoteur.

2. Enhancers

Il sagit d'éléments de séquence permettant de moduler le taux de transcription.

Leur fonctionnalité est indépendante de leur orientation et, jusqua un certain

niveau, de leur distance par rapport au géne qu'ils régulent. Ces séquences régula-

trices de 200-300 pb peuvent contenir des éléments de reconnaissance de facteurs

ubiquitaires ou de facteurs de transcription tissus—spécifiques permettant d'envi-

sager une expression de certaines proiéines resireinte a certains tissus.

la premiere séquence stimulatrice (enhancer) de cellule eucaryote mise en évi-

dence a éé celle des immunoglobulines, Ces séquences ont en commun les pro-

priétés suivanies

* ¢lles augmentent considérablement le taux de transcription du géne auguel elles
SONL ASS0CIEES |

* leur inversion ne se traduit pas par la perte de leur effet sur la transcription mais par
une diminution de lewr effer ;

» glles sont localisées en 5, en 3', voire dans les introns des génes ;

» elles gardent leur caractere activateur lorsgqu'on les déplace.

Des séquences de méme type mais avant un effet inverse sur la transcription ont

¢1é caractérisées. Elles sont appelées séquences extinctrices (silencers).
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3. Eléments de réponse (RE)

Ces éléments permettent de moduler la transcription en réponse a un stimulus
extérieur spécifique. lls sont habituellement localisés dans les | 000 pb précédant
le site d'initiation de la transcription. De nombreux éléments de réponse ont été
décrits associés a l'activation de la transcription de génes particuliers en réponse a
des hormones particuliéres (hormones siéroidiennes) ou & un second messager
intracellulaire comme 'AMPc.

B. Régulation en « trans »

Les facteurs de transcription présentent en général deux fonctions distinetes au
sein de leur structure avec une région correspondant 4 un domaine d'activation et
une région permettant la liaison a FADN.

Le domaine d'activation permet une activation de la transcription une fois le fac-
teur fixé sur sa cible,

Le domaine de liaison a FADN est nécessaire a la fixation spécifique du facteur sur
les génes cibles. Un certain nombre de motils structuraux ont é1¢ identifiés :
domaines leucine zipper, hélice boucle hélice, hélice tour hélice et doigt de zinc
(fig. 4). Chacun de ces motifs présente une hélice o (ou quelquefois un feuillet 3)
pour se lier au grand sillon de 'ADN. La plupart des facteurs de transcription se
lient a FADN sous forme d'homodimere,

Ibaiear b
HTH | . ..'a_ S HLH Q2
w . v
i'-h . !.:'F ‘ Heedice
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HLH, hélice boucte hélice ; HTH, hélice tour hélice ; Zn finger, doigl de zinc.
Figure 4. Motifs structuraux communs aux différents facteurs et protéines de liaison a 'ADN

Les mécanismes de régulation de la transcription en réponse a des signaux cellulaires
peuvent étre variés mais la finalité est toujours la méme : un facteur de transcription
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inactil est spécifiquement activé par une voie de signalisation et se lie ensuite 4 des
séquences de régulations spécifiques (éléments de réponse RE) localisées dans le
promoteur des génes cibles activani par conséquent leur transcription,

L'exemple suivant concerne la transduction du signal par lintermédiaire de
I'AMPc. 1’AMPc est un second messager important qui agit en réponse a différen-
tes hormones ou autres molécules signal. 1l est synthétisé a partir de VATP par une
enzyme membranaire, ladénvlate cyclase. Les hormones activant Padénylate
cyclase se lient a des récepteurs de la surface cellulaire appartenant a la classe des
récepteurs couplés a la protéine G. La liaison de I'hormone a son récepteur induit
linteraction du récepteur a la protéine G comprenant trois sous-unités o, ety A
la suite de cette interaction, la sous-unité & est aclivée el entraine lactivation de
l'adénvlate cyvelase. Laugmentation résultante de TAMPe intracellulaire peut alors
activer la transcription de séquences cibles spécifiques contenant le CRE (cAMP
respanse element). Cette fonction de 'AMPe est médiée par une protéine kinase A.
L'AMPe se lie a la protéine kinase et 'active par libération de deux sous-unités
catalytiques qui entrent alors dans le noyau et phosphorylent un facteur de trans-
cription spécilique, CREB (CRE binding protein), Le CREB activé pousse alors la
transcription de genes possédant un CRE (fig. 5).

=4 Récepteur de Adénylate
. I'hormone cyclase

Huormorne

> G
- —— ~ Merlbmnr i
@ ATP AMPC + PPi cellulaire
Protéine l
‘ |
AMPc  AMPe
Protéine ”"“"‘“N“FE
kinase A — ]

;
E:_-:-_\_i'..___'_-l_" "3:}_,_:::

Moyau

|
T
@
[CRES]—» [CREB]
Activation de génes cibles
confenani des CRE

Figure 3. Activation de la protéine kinase A et translocation au noyau : signalisation hormonale
par la voie de transduction du signal de I"'&AMPe-protéine kinase &
(d'aprés Strachan T, et Read AP, 1999)
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C. Choix de promoteur : promoteurs alternatifs

Les exemples les plus connus dutilisation de différents promoteurs concernent le
gene de la dystrophine (plus de 79 exons distribués sur environ 2.4 Mb en Xp21}.
Il existe au moins huit promoteurs alternatifs utilisables. Quatre d'entre eux sont
proches du site traditionnel d'initiation de la transcription et comprennent les pro-
moteurs spécifiques a l'expression dans le cortex cérébral, le muscle, les cellules
de Purkinje du cerveler, et les lymphocytes. Ces quatre promoteurs régulent la
svnthese d'isoformes de 427 kDa. Quatre autres promoteurs régulent expression
d'isoformes plus petites de 260 kDa (rétine), 140 kDa (certaines cellules du cer-
veau et du rein), 116 kDa (cellules de Schwann), 71 kDa {(nombreux tvpes cellu-
laires).

Dans le cas de ce gene, des isolormes supplémentaires résultent d'un épissage
alternatif, en particulier dans la région COOH terminale de la protéine.

W. Régulation post-transcriptionnelle

Des mécanismes intervenant au niveau de la matmration de FARNm et de son stoc-
kage permettent de réguler qualitativement et quantitativerent l'expression linale
sous forme de protéine.

A. Epissage alternatif

Un grand nombre de génes humains subissent un épissage alternatil au cours
duquel plusieurs ARNm différents sont produits avec différentes combinaisons
d'exons. Il peut alors en résulter une production disoformes tissu-specifigues : la
calcitonine, hormone circulante impliquée dans Thoméostasie du Ca®* est pro-
duite par la thyroide. Le CGRP (calcitonin gene — related peptide) neuromodulateur
est synthétisé dans Uhypothalamus (fig. 6). Deux protéines différentes peuvent
donc étre codées par un méme géne.

Lépissage aliernatif peut également entrainer l'apparition d'isolormes membranai-
res et solubles, ou bien la production d'isoformes présentant des localisations
intracellulaires dillérentes, ou bien encore la présence d'isolormes a lonctions dil-
férentes.

B. Sites de polyadénylation muitiples

Pour de nombreux génes, au moins deux sites de polvadénylation ont été rappor-
tés dans la région 3" non codante. Ces polyadenylations différentielles peuvent éure
associces a la production de transcrits tissu-specifiques présentant des lonctions
parfois dilférentes (exemple de la calcitonine),
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pAl et pAZ représentent les sites alternatifs de polvadénylation dans la thyroide et le tissu neural
respectivement. A la suite d'un épissage alternatif, la calcitonine est codée par I'exon 4 du géne
CALCA dans la thyroide et le CGRP (calcitanin gene - related peptide) par la région 5" de "exon 5
id'apriss Strachan T. of Read AP, 1999),

Figure 6. Maturation différentielle tissu-spécifique des produits du géne CALCA
codant |a caleitonine ef le CGRP

C. RNA editing

Il sagit d'une modification post-transcriptionnelle de la séquence de TARNm, Ce
phénomeéne semble peu utilisé par la cellule. L'exemple le plus connu concerne la
synthese des apolipoprotéines B. L'Apo B100 est synthétisée dans le foie (312 kDa).
L'Apo B48 est synthénsée dans 'intestin (environ 250 kDa) et sa séquence primaire
est identique a celle de la partie N-terminale de I'Apo B100. Ces deux proteines sont
codées par un meéme geéne {fig. 7).

D. Stabilité des ARNm

La ferritine et le récepteur de la transferrine (T{R), protéines permettant respectivement
le stockage et l'entrée du fer dans la cellule, représentent un excellent modele de régu-
lation post-transcriptionnelle concertée. Lorsque des hépatocytes sont incubés en pré-
sence de fer, la traduction du messager de la ferritine est augmentée et ceci extrémement
rapidement, 1andis que le messager du TIR n'est plus traduit (en fait, il est détruit).

L'analyse de la structure des messagers de ces deux proi¢ines monire qu'ils possé-
dent tous les deux une séquence en épingle a cheveux IRE (iron responsive element)
susceptible de lixer une protéine régulatrice IRP (iron responsive protein}. Le mes-
sager de la [erritine posséde des IRE dans sa partie 5, alors que le messager du TIR
possede des IRE dans sa région 3° (fig. 8). En l'absence de ler, TIRP est active et se
fixe sur les IRE. Elle empéche ainsi la traduction de 'ARNm de la lerritine et stabi-
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Dans le foie, on retrouve en position Ghbb-6068 du géne la séquence CAA (codon 2153 Gln. Le pro-
duit de ce géne est M'Apo B100. Dans I'intestin, une cytosineg désaminase, I'ApoBec T convertit la
cytosine 6666 en uridine générant un codon 2153 STOP et entrainant la synthése d'un produit plus
court, I"Apo B4 (d'aprés Strachan T, et Read AP, 1999,

Figure 7. « RNA editing = et exprassion du gane de I'APOB dans 'intestin

lise le messager du TIR alors traduit. En présence de fer, 'IRP est inactive, les IRE
sont libres. La traduction de la ferritine est active. LARNm du TIR n'est pas traduit
car instable, il est détruit. Ce sysieme permet 4 la cellule de réagir de maniére opti-
male et trés rapide en fonction de la concentration intraceliulaire en fer,
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A : structure de 'IRE de la région 5°UTR de 'ARNm de la chaine H de la ferritine humaine,
B : fixation de I'IRE BP (/RE binding protein) en I'absence de fer. La traduction de la ferritine est
alors impossible, FARMm du TIR est stabilisé et traduit (d'aprés Strachan T. et Read AP, 1999).

Figure 8. Régulation post-transcriptionnelie des ARNm de la ferritine et du récepteur
de la transferring (TER), rdle des IRE {iron respansive elemeant)



Régulation de Nexpression des génes codant les proféings

Wl. Régulation post-traductionnelle

A. Acquisition de la structure tertiaire

Le polypeptide est inactil jusqu'a ce qu'il se replie en une structure tertiaire adé-
quate.

B. Clivage protéolytique

Certaines protéines sont formées apres une coupure réalisée par des protéases, Ces
coupures se produisent a une ou aux deux extrémités du polypeptide entrainant
une réduction de la taille de la protéine. Les protéases peuvent également couper
le polypeptide en de nombreux segments, chacun d'entre eux étant actil.
Exemple de linsuline : l'insuline est synthétisée a partir de la prépro-insuline, pep-
tide de 105 AA. La voie de synthése de linsuline implique Texcision des
24 premiers AA pour former la pro-insuline suivie de deux coupures supplémen-
taires qui excisent un segment central (le peptide C} donnant naissance aux deux
parties actives de la protéine, la chaine A et la chaine B qui se lient entre elles par
deux ponts disulfures.

Le premier segment de 24 AA excisé est un peptide signal extrémement hydro-
phobe qui permet l'adressage de la protéine précurseur a la membrane cellulaire
avant le transport transmembranaire et la sécrétion extracellulaire.

C. Modifications chimigues

Les acides aminés du polypeptide peuvent étre modifiés par addition de groupe-
ments chimiques : O-glycosylation sur des sérines ou des thréonines, N-glycosyla-
tion sur des asparagines, méthylation, acétylation, phosphorylation, hydroxyla-
tion, addition de chaines lipidiques. ..

Conclusion

Toutes les étapes impliquées dans expression d'un géne conduisant 4 la produc-
tion d'une protéine peuvent étre soumises a une régulation particuliecrement fine
permettant ainsi un controle de lexpression des genes au niveau des différents tis-
sus mais également a un niveau chronologique (différents stades embryonnaires,
cycles cellulaires).

5i la grande majorité des événements régulateurs se produisent lors de linitation
de la transcription, l'environnement chromatinien ainsi que les événements post-
transcriptionnels, traductionnels et post-traductionnels jouent également un réle
fondamental dans la régulation qualitative et quantitative de l'expression finale du
géne sous forme de protéine.
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L'essentiel de la question

De nombreux mecanismes sont impliqués dans la regulation de 'expression des
génes au niveau de différents tissus ou dans le temps (embryogenése, cycle cellu-
laire...). Les différents niveaux de régulation correspondent aux différentes etapes
nécessaires a I'expression du géne, de son accessibilité au sein de la chromatine a
san produit d'expression : la protéine.

Au niveau chromatinien, |'état de condensation de la chromatine, I'acétylation des
histones des nuclécsomes, la méthylation de cytosines appartenant aux
doublets CpG en particulier dans la région 5' non transcrite des génes, influencent
I"activité transcriptionnelle des génes,

Au niveau transcriptionnel, le taux basal de transcription induit par le promoteur
minimal d'un géne (régulation en cis) peut &tre finement modulé par la liaison de
facteurs protéiques (régulation en frans) susceptibles de reconnaitre des séquences
spécifiques de I'ADN au niveau d'autres régions cisrégulatrices dans des séquences
flanguant le géne ou également dans ses introns {enhancers, silencers). La fixation
de ces protéines régulatrices confére a la transcription sa spécificité tissulaire et
chronologique. Un géne peut également coder différents variants protéiques dans
différents tissus en utilisant des promoteurs aiternatifs, tissus spécifigues.

La régulation de I'expression des génes au niveau post-transcriptionnel regroupe des
mécanismes intervenant dans la maturation de I'ARN comme 'épissage, |'adres-
sage, le stockage, la dégradation. L'épissage peut conduire & une diversité impor-
tante de produits issus d'un méme géne (&pissage alternatif). Dans différents tissus,
I'epissage alternatif d"un méme transcrit peut conduire a des protéines de structure
voising ou franchement différentes (calcitonine et CGRP). L'utilisation de site de
polyadénylation alternatif peut également conduire & |a production de protéines dif-
ferentes. L'ARNm peut également subir des modifications au niveau de sa séquence
(RNA editing et APOB).

L'ARMNm mature est adressé vers le lieu ol il sera pris en charge par les ribosomes
pour &tre traduit en protéine. L'acheminement de I'ARNm vers un territoire subcellu-
laire spécifique, son stockage, sa stabilité (ARNm de ferritine, récepteur de la trans-
ferrine} déterminent ainsi le comportement et |'abondance de la protéine résultante.
Au niveau traductionnel et post-traductionnel, la maturation des protéines, leur
adressage, les modifications chimigues post-traductionnelles tels que les clivages
de propeptides, les glycosylations, méthylations constituent différents niveaux de
régulation... Les protéines codées par les génes peuvent &tre acheminées a diffé-
rents endroits de la cellule ou exportées au niveau extracellulaire et, dans certains
cas, différentes isoformes issues de 'expression du méme géne pourront avoir des
adressages différents.

Pour en savoir plus

» Alberts B., Bray D., Johnson A. et al. Essential cell biology : an introduction to the molecular
biology of the cell. Garland Publishing Inc., 1998

* Brown T.A. Genomes. Garland Science, 3¢ éd., 2006.

= Kaplan ].-C., Delpech M. Biologie moléculaire et médecine. Paris, Flammarion Médecine-
Sciences, 1993,

= Strachan T., Read A.P. Human Molecular Genetics 3. Garland Science Publishing, 3° éd.
2003,
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Y dccumulation de glycogéne dans les tissus, notamment le muscle et le foie, est un
processus physiologique en réponse a l'augmentation de la glycémie en période
postprandiale. Les voies métaboliques de la synthése du glycogéne sont tissu-dépen-
dantes et impliguent I'action successive de différentes protéines et enzymes. La glyco-
génolyse est une voie gui dégrade le glycogéne en glucose-1-phosphate (Gic 1-F) et en
un peu de glucose. La glycogénolyse hépatique est un processus qui participe a fa régu-
fation de la glycémie (voir chapitre suivant) alors que dans tous les autres tissus, le
glucose-6-phosphate (Glc 6-P) produit est localement utilisé a des fins énergétiques.
Le métabolisme du glycogéne est finement régulé de fagon tissu-spécifigue et fait
intervenir les principaux modes de régulation enzymatique (allostérie, modification
covalente par phosphorylation-déphosphorylation, régulation par |'expression génique
ef par la dispomibilité en substrat). Du fart du rdle particulier du glycogéne hépatique
dans la régulation de fa glycémie, Il existe des isoformes spécifigues du fole pour pra-
triquement toutes les enzymes du méfabolisme du glycogéne. Nous aborderons ici uni-
quement les aspects de la régulation de ce métabolisme dans le foie et le muscle.

’T Glycogénogenese

A. Substrats de la glycogénogenése

Le substrat direct de la glycogéne synthase (GS) est 'UDP glucose (UDP-Gle). Sur
le plan énergétique, la production d'UDP-Gle a partir du glucose consomme deux
équivalents ATP. En période postprandiale, le glucose alimentaire est le pour-
voyeur de 'UDP-Gle pour wous les tissus avec une particularité pour Phépatocyie
qui accepte aussi le galactose. Apres leur entrée dans la cellule, le plus souvent par
diffusion facilitée, le glucose et le galactose somt phosphorylés en Glc 6-P et
Gal 1-P, ce qui évite une éventuelle rétrodiffusion.

Dans le cas du glucose, la phosphorylation est assurée par une hexokinase. Elle est
d'un type particulier dans le cas de 'hépatocyte et de la cellule i du pancréas ; la
glucokinase.

Gle + ATP — Glc 6-P + ADP

Le Gle 6-F est ensuite isomeérisé en Gle 1-P par laction réversible de la phosphoglu-
comutase. Bien que réversible, 'équilibre est fortement en faveur du Gle 6-P
(95 %). La glycogénogenese ne peut donc s'effectuer quen présence de fortes con-
centrations intracellulaires en Gle 6-P.

Gle 6-P «» Gle 1-P

L'UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase ou UDP-glucose pyrophospho-
rylase catalyse réversiblement le transfert du Gle 1-P sur une molécule AUTP avec
libération de pyrophosphate provenant des deux résidus phosphoryles externes de
I'UTP. L'hydrolyse du pyrophosphate par une pyrophosphatase déplace I'équilibre
vers la [ormation d'UDP-Gle.

UTP + Gle 1-P ¢ UDP-Glc + PPi

PPi — 2Pi
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Le galactose suit dans I'hépatocyte une voie métabolique différente par les trois
premiéres étapes : phosphorylation en Gal 1-P par la galactokinase de I'hépatocyte.

Gal + ATP = Gal 1-P
Acquisition par le Gal 1-P d'un groupe uridyle venant de UDP-Glec par 'UDP-glu-
cose-1-phosphate uridvlyltransferase

Gal 1-P + UDP-Glc «» UDP-Gal + Glc 1-P

Epimérisation de I'UDP-Gal en UDP-Gle par I'UDP-glucose 4-épimerase

LDP-Gal «» UDE-Glc
Les différents tissus sont équipés en transporteurs du glucose et en kinases variant
dans leurs structures, allinité et régulation. (voir chapitre suivant). Cela condi-
tionne fortement le débit glucosé d'un tissu a 'autre et explique en grande partie
les particularités du métabolisme du glveogene selon les tissus.

B. Formation de la molécule de proglycogene

A lorigine de toute molécule de glycogéne se trouve une protéine amorce de
37 kDa @ la glycogenine. La glycogénine possede une activité glycosyliransiérase
qui lui permet de sautoglycosyler a partir d'UDP glucose. Un premier résidu glu-
cosyl est transféré sur I'hydroxyle phénolique d'une tyrosine de la protéine, suivi
de la fixation en @ 1,4 de cing a sept autres résidus glucosyls pour former la molé-
cule de glycogénine glycosylée.
Une molécule de proglveogeéne (MM = 400 kDa) est ensuite formée par les actions
successives dune isoforme de la glycogene synthase de trés haute alfinité pour
I"UDP-Gle {(Km # uM]J, et de lenzyme branchante (voir plus loin). Ces deux enzy-
mes sont activées par des interactions protéine—protéine avec la glycogénine. A
partir des molécules de proglycogene seront synthétisées puis dégradées — en fone-
tion du statut nutritionnel et hormonal — les molécules de macroglveogene
(MM = 107 kDa}. A ce stade, il est imporiant de constater que
* le nombre de granules de glycogéne est en relation directe avee le nombre de
molécules de glycogenine ;
* que la glveogéne synthase n'est active que lorsqu'elle est en contact avec la gly-
cogénine.

C. Allongement des chaines de glycogéne

La glycogénogenese comme on lentend classiquement est dabord le fait de I'allon-
gement des chaines @ 1 4-glucosidiques assurée par la glvcogéne synthase (GS). Le
substrat de la G5 est 'TUDP-Gle. Clest une glucosyliransférase qui préleve le résidu
glucosyl de 'UDP-Gle pour le fixer par une Haison o 1,4 sur le C* du résidu glu-
cosyl accepteur d'une des extrémités non réductrices d'une molécule de glycogéne,
Lapport en Gle 6-P et la vitesse de la réaction catalysée par la GS sont les élapes
limitantes de la glycogénogenese,
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Figure 1. Synthése du proglycogéne et du macroglycogéne (d'aprés J. Lomako et al., 2004)

A noter que chaque chaine A et B posséde 3 peu prés la méme longueur et qu'il y a deux branche-
ments par chaine B, Seules cing couches ont été représentées ici, alors qu'il y en a une dsouzaine
sur la molécule compléte (d'aprés Melendez-Hévia ef al,, 2000).

Figure 2. Représentation schématigue du macroglycogéne
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D. Ramification du glycogéne

Le glvcogene présente une structure arborescente trés branchée (une ramification
pour # 8 résidus) Quand l'allongement d'une chaine est suffisant, une o 1,4-0 1,6-
transglycosylase (enzyme branchante) catalyse le transfert d'un oligosaccharide ter-
minal comportant six ou sept résidus glucosyles préleves sur une extrémité non
réductrice (comportant au minimum onze résidus) et le fixe en ¢ 1,6 sur un résidu
glucosyl intrachaine. 11 se crée ainsi une nouvelle ramification, point de départ
pour une nouvelle chaine o 1,4-glucosidique (fig. 2. 11 n'existe pas de régulation
4 ce niveau, c'est l'apport en substrat, cest-a-dire lactivité de la G5, qui condi-
tionne l'activité de 'enzyme branchante.

E. Bilan énergétique

La mise en réserve d'une molécule de glucose ou de galactose sous lorme de gly-
cogene consomme deux équivalents ATP (1ATF +1 UTP).

’TI. Glycogénolyse
A. Produits de glycogénolyse

Le produit de la glycogene phosphorvlase est le Gle 1-P. Celui-ci est rapidement
isomérisé en Gle 6-P par la phosphohexomutase (réaction réversible mais équili-
bre largement en faveur du Gle 6-P comme vu précédemment). L'action de
I'enzyme débranchante produit pour sa part du glucose libre en quantité propor-
tionnellement tres limitée, qui sera rapidement phosphorylé en Gle 6-P. A I'excep-
tion du foie et de tres rares autres tissus qui expriment une glucose-6-phosphatase
et qui peuvent ainsi libérer du glucose dans la circulation générale, les autres tissus
utilisent le Glc 6-P par la voie de la glvcolyse a une fin énergétique.

B. Raccourcissement des chaines de glycogene

La glycogeéne phosphorylase catalyse le translert d'un résidu glucosvle prélevé sur
une extrémité non réductrice du glycogene pour le fixer sur un groupement OH
de l'acide phosphorigue [ormant une molécule de glucose-1-phosphate. A noter que
cette réaction permet de mobiliser le glucose d'un glycogéne sous une forme direc-
tement activée en récupérant U'énergie qui se trouve dans la liaison osidyle, écono-
misant ainsi 'énergie nécessaire pour la phosphorylation du glucose. C'est I'étape
limitante du catabolisme qui est elle aussi linement régulée, comme nous le ver-
rons plus loin. La réaction générale de dégradation du glycogene est la suivante :
(glucose)n + Pi = (glucose)n-1 + glucose-1-phosphate
glycogene glycogene

La glycogene phosphorylase s'arréte a quatre unités glucose en amont d'une rami-
fication o 1-6 {« dextrine limite » ).
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C. Suppression des ramifications

Les ramifications sont élaguées par deux activités enzvmatiques localisées sur une
méme protéine : Fenzyme débranchante. Lorsque les chaines terminales non réduc-
trices deviennent trop courtes pour permetire 'action de la glycogéne phospho-
rylase, une ¢ I,4-00 1, 4-transglycosylase (4-alpha-glucanotransferase) préléve un
oligosaccharide de trois résidus sur un branchement en ne laissant gque le résidu
o 1.6-glucosyl. Cet oligosaccharide est transféré en o 1,4 sur Pextrémité non
réductrice d'une autre chaine.

La seconde activité enzymatique est une activité o-glucosidase (amylo-alpha-1,6-
glucosidase), qui hydrolyse I'ae-1,6-glucosyl résiduel et libere du glucose (fig. 2).
La glycogéne phosphorylase peut ainsi poursuivre la glycogénolyse. L'enzyme
débranchante ne semble pas soumise a régulation mais elle ne fonctionne que dans
la mesure on la glycogene phosphorylase lui fournit un substrat.

L'action combinée de la glveogene phosphorylase et de l'enzyme débranchante
aboutit 4 la diminution de la masse moléculaire des molécules de glycogéne. 5ien
situation physiologique la concentration en glycogéne reste stable, on observe en
revanche des variations importantes de la masse moléculaire par renouvellement
rapide autour des extrémités non réductrices.

D. Hydrolyse lysosomique du glycogéne

Comme tous les constituants d'une cellule, le glyveogene est soumis a un renouvel-
lement continu, réalisé par les hydrolases acides des l}'EﬂﬁﬂmE‘.E. C'est ainsi que la
maltase acide hydrolvse le glveogene qui est dirigé vers l'intérieur des lysosomes.
Cette enzyme improprement appelée maltase acide est en fait une @-glucosidase
qui libere du glucose.

HII. Régulation du métabolisme du glycogéne

A. Considérations générales

La régulation du métabolisme du glycogéne porte sur deux enzymes d'effer

opposé. La glveogeéne synthétase intervient dans la glycogénogenese et la glyco-

géne phosphorvlase, dans la glycogénolyse. Comme pour beaucoup denzymes

clés du métabolisme, cette régulation implique :

= 4 trés court terme {échelle de Pordre de la fraction de seconde), un mécanisme
par allostérie avec modification par 'effectenr enzymatique de I'équilibre entre
une conformation tendue T (encore appelée « lorme b ») par définition peu
active, et une conformation relichee R, par définition plus active (encore appe-

lée « forme a =) :
—
= ®
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4 court terme (échelle de 'ordre de la minute}, un mécanisme par phosphoryla-
tion-déphosphorylation qui va également modilier 'équilibre entre les deux
conformations T et R. La proportion relative de chaque forme dépend de T'acti-
vite de protéines kinases et de phosphoprotéine-phosphatases qui sont elles-
mémes controlées par la concentration en divers deuxiemes messagers (AMPc,
GMPc, 1P3, DAG, Ca2+...). Une stimulation hormonale provoque ainsi par le
déplacement de I'équilibre R # T une modification d’activité enzymatique.

ATP A?I‘
KPEJ_/
Enz-OH = Enz-0P
PP
PK = protéine kinase
PP = phosphoprodéine phosphatase
Pi P = PO

Exemple pour la glvcogene synthase : la phosphorvlation déplace Méquilibre B & Tvers la forme T
peu active,

[ For — @—{JI-'
-—

La déphosphorylation déplace Néquilibre B # T vers la forme B plus active.

— OH —— CIH
Elpae=iOx

Le G6-P en se fixant sur la forme B minoritaire de la G5 phosphorylée (majoritairement sous
forme T peu active), entraine un déplacement de ['équilibre R 2 T vers la forme R.

Exemple pour la pour la glveogéne phosphorylase

* la phosphorylation déplace Féquilibre R # T vers la forme R plus active ;

* la déphosphorylation déplace 'équilibre R # T vers la forme T moins active ;

* le glucose en se fixant sur la forme T minoritaire de lenzyme phosphorylée
(majoritairement sous forme R, plus active}, entraine un déplacement de I'équi-
libre R # T vers la forme T,

La phosphorylation provogue donc un elfet inverse sur les deux enzymes cataly-

sant des réactions opposées. Quand le message porté par les seconds messagers

active les protéines kinases, les enzymes sont phosporylées, done la glycogénolyse
stimulée et la glycogénogenése inhibee. Clest 'inverse quand les deuxiémes mes-
sagers provoguent la déphosphorylation des enzymes.

Ce dispositif, qui se retrouve d-ailleurs dans beaucoup d'autres régulations cellu-

laires, empéche la formation d'un cycle futile dans lequel la glveogénolyse et la gly-

cogénogenese fonctionneraient en méme temps sans résultat mais en consommant
inutilement de I'énergie. La glycogéne synthase et la glveogene phosphorylase ne
peuvent pas étre activées en méme temps,

L7
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Abréviations : PKA, protein kinase A; Glc 1-F, glucose-1-phosphate; Glc &P, glucose-6-
phosphate ; UDP-Glc, UDP-glucose.

Figure 3. Régulation du métabolisme du glycogéne dans le foie

B. Phosphorylation de la glycogéne phosphorylase (GP)

On sait depuis longtemps qu'une élévation de la concentration intracellulaire en
second messager (AMPc et Ca*™) entraine une phosphorylation de la glycogéne
phosphorylase qui se trouve ainsi transformée en forme « a » plus active. Cette
activation fait naturellement intervenir des protéines kinases AMPc et/on Ca**
dépendantes.

Les difféerentes isoformes de la GP comportent toutes un seul site de phosphoryla-
tion au voisinage de lextrémité N terminale. Il est maintenant bien établi que seule
une protéine kinase particuliere, la glycogéne phosphorylase kinase (GPK), est
capable in vive de phosphoryler ce site. La GPK est constituée de guatre sous-
unités : une sous-unité catalytique (y) et trois sous-unités régulatrices. Les deux
premiéres (¢t et B} sont elles-mémes régulées par phosphorylation-déphosphoryla-
tion et la troisieme (&), par fixation de calcium. La GPK est ainsi activée soit par
lixation du Ca*™ sur sa sous-unité, soit par phosphorylation de ses sous-unités o
et [} par la protéine kinase A. Elle constitue donc un relais obligatoire pour les
seconds messagers (AMP¢/IP,) et participe ainsi a un effet d'amplification de leur
signal (chaque molécule d'une enzyme activée active 4 son tour un grand nombre
de molécules d'une autre enzyme).

En pratique, lactivation de la de la GPK par le calcium concerne essentiellement
le muscle lors de la contraction musculaire. L'activation de la GPK par phospho-
rylation (par la PKA) est, dans le foie, sous le contréle principal du glucagon et
accessoirement des catécholamines et, dans le muscle, sous le contrdle des caté-
cholamines. La GPK activée active a son tour la GP et induit la glycogénolyse.
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C. Phosphorylation de la glycogéne synthase (GS)

Contrairement a ce que nous venons de voir pour la glycogene phosphorylase, les
différentes isoformes de la GS comportent de trées nombreux sites de phosphoryla-
tion et sont phosphorylées par plusicurs protéines kinases. Par exemple, la G5
musculaire posséde une dizaine de sites de phosphorylation et peut étre phospho-
rylée par au moins huit protéines kinases différentes. Tous les sites de phospho-
rylation ne se retrouvent pas dans toutes les isoformes, d'oit pour chague tissu une
sensibilité différente et adaptée de la GS a diverses stimulations de la glycogénoge-
nese. En pratique, la phosphorylation de la glycogéne synthase qui conduit a son
inactivation est majoritairement réalisée par la protéine kinase A, dont 'activiteé est
induite par les catécholamines dans le muscle, et le glucagon, accessoirement les
catécholamines, dans le foie.

D. Déphosphorylation de la GS, de la GP et de la GPK

L'équilibre fondamental, enzyme phosphorylée-enzyme déphosphorylée doit
pouvoir ére déplacé dans les deux sens pour assurer la réversibilité des régula-
tions. Les phosphorylations par les protéines kinases sont compensées par les
déphosphorylations réalisées par les phosphoprotéines-phosphatases. Dans le
métabolisme du glycogéne, ces déphosphorylations sont principalement cataly-
sées par une scule phosphoprotéine-phosphatase, la  phosphoprotéine-
phosphatase 1 (PP 1), Cette PP 1 participe a la régulation de nombreux métabo-
lismes. Elle s'associe a différentes « protéines de ciblage » (rargeting sub-units)
pour se spécialiser dans la régulation d'un métabolisme. Associée a une protéine
de ciblage, malencontreusement appelée protéine G (G pour « glveogene » ), elle
s'incorpore aux particules de glycogene et, de fait, se spécialise dans la régulation
de son métabolisme. De plus, cette association a la protéine de ciblage G aug-
mente l'activité spécifique de la PP 1. Alin d'éviter toute conlusion, il faut bien
noter qu'il ne s'agit absolument pas d'une « protéine G hétérotrimérique », pro-
téine de transduction associée aux nucléotides guanvligues et douée d'une acti-
vite GTPasique.

La PP 1 est elle-méme régulée par un peptide inhibiteur (Inh 1), Quand ce pep-
tide est phosphoryle par la protéine kinase A, il se fixe sur le centre actif de la
PP 1 pour l'inhiber. Nous avons done un mécanisme autoprotégé : la protéine
kinase A activée par FAMPC entraine directement ou indirectement la phospho-
rylation de la glycogéne synthétase et de la glycogéne phosphorylase pour
déclencher la glycogénolyse et en méme temps phosphoryle I'inhibiteur 1 pour
empécher la déphosphorylation de ces enzymes. Pour interrompre cette stimu-
lation glycogénolytique, il faut lintervention d'une autre phosphoprotéine
phosphatase, la PP 2B (CaM) qui, en déphosphorvlant I'inhibiteur 1 léve l'inhi-
bition de la PP 1 et permet la déphosphorylation de la glveogene synthétase et
de la glycogéne phosphorvlase, C'est le second messager Ca®™ qui interrompti le
message de "TAMPc.

Pendant cette méme stimulation, la phosphorylase kinase a également été activée
par phosphorylation de ses sous-unités ¢ e1 i par la protéine kinase A, participant
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ainsi 4 la régulation du métabolisme du glvcogéne. La PP 2A (CaM) déphospho-
ryle la spus-unité o en méme temps que l'inhibiteur 1 phosphorylé. La PP 1 peut
ainsi déphosphoryler la sous-unité [3.

Enfin, la protéine phosphatase 1 elle-méme existe sous deux formes interconver-
tibles, une forme phosphorylée et active, et une forme non phosphorylée et inac-
tive. Cette phosphorylation est catalvsée par une protéine kinase stimulée par
I'insuline.

E. Régulations complémentaires par allostérie

* Le glucose-6-phosphate est un activateur allostérique de la GS phosphorylée (T,
peu active = B, plus active]. Une accumulation locale de Gle-6F entraine done
une glycogénogenese en dehors de toutes stimulations externes. Ce mécanisme
se retrouve dans le foie comme dans le muscle.

* La charge éncrgétique : Uélévation de la concentration intracellulaire en AMP esi
un wemoin trés sensible d'un mangue d'énergie. LAMP est un activateur allosie-
rique de la GF non phosphorylée (T, peun active = R, plus active). En dehors
de toute stimulation hormonale par modification covalente, la glycogénolyse
peut donc étre déclenchée rés rapidement localement par un mangue d'énergie
et ainsi lournir du substrat pour la glvcolyse qui, dans cet état physiologique, est
elle-méme stimulée au niveau de la PFK1 par le méme message délivré par le
méme elfecteur allostérique : FAMP. L'ATP produit rétablit la charge énergéti-
que de la cellule. Ce mécanisme est trés efficace dans le muscle. Dans Uhépato-
cvie, la charge énergétique se maintient généralement & un niveau élevé et cette
régulation n'intervient qu'exceptionnellement.

* Le glucose se comporte comme un inhibiteur allosiérique de la GP phosphorylée
(R plus active — T, pen active). Quand il se trouve a concentration suffisante
dans le cytosol, il se fixe sur son site en provoquant un changement de confor-
mation R = T de la GP phosphorylée qui devient ainsi un meilleur substrar pour
la PP1. La PP1 se fixe fortement sur la GP phosphorylée (conformation R en
majorité) mais elle ne devient vraiment active que lorsque la GP phosphorylée
passe dans la conformation T. Ainsi la fixation du glucose inactive la GP, par
deux actions successives :

— le déplacement instantané vers la conformation T peu active ;

- la déphosphorylation de T conséquente a ce déplacement. Ce phénoméne se
manifeste essentiellement dans 'hépatocyte dans lequel influx et efflux de
glucose se produisent librement en fonction du gradient de concentration,
ETAce 4 un transporteur membranaire indépendant de l'insuline (GLUTZ2). La
glycogénolyse hépatique en réponse a une stimulation hyperglycémiante (e.g.,
glucagon), peut étre inhibée par une concentration intracellulaire élevée en
glucose qui, dans cette sitwation physiologique, provient de 'hydrolyse du
glucose-0-phosphate produit par la gluconéogenese. La sécrétion du glucose
par I'hépatocyte étant assurée par cette gluconéogenese, il devient inutile de
poursuivre la glycogénolyse, la glycogene phosphorylase étant inhibée, Apres
un certain temps de jetne, la gluconéogentse prend ainsi le relais de la glyco-
génolyse.
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F. Régulation du métabolisme du glycogéne dans différents tissus

La régulation du métabolisme du glycogene est surtout spectaculaire dans le foie
el le muscle strié.

a) Foie

Dans le foie, c’est Thépatocyte (cellule epitheliale representant environ les deux
tiers de la masse cellulaire hépatique) qui assure la mise en réserve du glucose sous
lorme du glycogéne et sa libération par glycogénolyse dans le cadre plus général
de la régulation de la glvcémie. Le glvcogene hépatique représente une réserve
pour l'ensemble de l'organisme. Elle se constitue en période d'apports alimen-
taires. Pendant le jetine, le glucose libéré par Thépatocyte est utilisé par les tissus
périphériques. Dans 'hépatocyie, il est généralement accepté de tous que ce sont
les apports en Glc 6-P et la GS qui constituent les élapes limitantes de la synthése
du glycogene. La glycogénolyse est sous le contrale de la glycogene phosphorylase.
* La présence du transporteur GLUT2 fait de 'hépatocyte un senseur du glucose,
il permet de maintenir un équilibre entre les concentrations extracellulaire et
intrahépatique. Clest l'activité de la glucokinase, isoforme hépatique d’hexoki-
nase de faible aflinité pour le glucose (voir chapitre suivant} qui conirdle
Papport en glucose-6P. Ce n'est que lorsque la glycémie dépasse une concentra-
tion de [ordre de SmM que le foie fait significativement des réserves de glyco-
gene. Dés que les concentrations intracellulaires en glucose-6-P dépassent un
certain seuil, il ¥ a activation a]lns'rériquf de la gl}:cng&nﬁ 53,'t1l_|:1a543 b (forme peu
active} afin de permettre la mise en réserve du glucose sous forme de glycogene.
* L'insuline, hormone hypoglyveémiante, porte le message d'une abondance des
apports de nutriments, ce qui dans Thépatocyie se traduit par une mise en
réserve du glucose sous lorme de glyeogéne. Le récepteur de linsuline fait partie
de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase. La liaison de l'insuline a
son récepteur entraine la levée de Uinhibition de lactivite tvrosine kinase du
domaine CT intracytoplasmique, ce qui se traduit par l'autophosphorylation sur
des résidus tyrosine de ce domaine. Pendant I'activation transitoire, le récepteur
de l'insuline provoque également la phosphorylation de résidus tyrosines de plu-
sieurs protéines. De plus, l'autophosphorylation du récepteur entraine un chan-
gement de conformation qui, d'une part, maintient l'activité de la tyrosine kinase
et, d'autre part, permet son interaction avec diverses protéines régulatrices.
L'endocvtose des récepteurs occupés par l'insuline participe probablement aux
mécanismes de transduction. Seule une partie des réceptenrs endocyiés est recy-
clée a la membrane, le resie est dégradé. 1'ensemble de ces phénoménes consé-
cutifs a la liaison de I'insuline a son récepteur entraine une déphosphorylation
de la glycogéne synthétase et de la glycogéne phosphorylase. La cascade de réac-
tions entre I'activation de la tyrosine kinase et la déphosphoryvlation de ces enzy-
mes n'est pas encore bien connue. Dans certains types cellulaires, une diminu-
tion de la concentration en AMPe par activation d'une AMPc phosphodiestérase
expliquerait ce phénoméne, mais ce mécanisme n'est certainement pas générali-
sable a wous les tssus.
* Le glucagon, hormone hyperglycémiante, porte le message signalant un mangue
de glucose dans les tissus périphériques. Il déclenche rapidement dans I'hépato-
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cyte la glycogénolyse et la sécrétion de glucose en méme temps qu'il stimule par
ailleurs la gluconéogenése et permet indirectement le passage des acides gras
dans les mitochondries pour y étre oxydé, avec formation des coenzymes rédui-
tes et A'ATP nécessaire pour cette gluconéogenése. Le mécanisme de transduc-
tion du message du glucagon fait intervenir un récepteur de la « super famille »
des récepteurs a sept segments transmembraines couplé aux protéines G hétéro-
trimériques et un effecteur, l'adénylate cyclase. Le mécanisme général de wrans-
duction par une protéine Gs sapplique a celui du glucagon avec activation tran-
sitoire de l'adénylate cyclase et production du second messager, I'AMPc.
L'é¢lévation de la concentration en AMPc active la protéine kinase A qui, 4 son
tour, phosphoryle de nombreuses protéines — en particulier la glycogéne synthe-
tase et la phosphorylase kinase qui, dans un second temps, active la glycogéene
phosphorylase. Larrét du signal est déclenché d'une part par une insensibilisa-
tion du récepreur et d'autre part par Pactivation secondaire d'une AMPc phos-
phodiestérase qui hydrolyse FAMPc en AMP. La concentration en AMPc dimi-
nue et la stimulation s'interrompt. Les phosphoprotéines-phosphatases
déphosphorylent les protéines phosphorylées avec retour a I'équilibre initial.

* Rapport insuline-glucagon. C'est donc en définitive le rapport insulinémie-gluca-
gonémie qui controle cette régulation. Ceci est d'autant plus sensible que le foie,
étant irrigué par le sang de la veine porte, est le premier organe i recevoir 'insu-
line et le glucagon libérés dans la circulation par le pancréas. La concentration
en ces hormones est cing a dix fois plus élevée dans la veine porte que dans la
veine sus-hépatique. Le foie est donc de trés loin l'organe qui consomme le plus
dinsuline et de glucagon, Cette imprégnation par les hormones pancréatiques
st surtout importante pour les hépatocytes alignés dans les travées cellulaires
de la région périportale. Elle diminue progressivement sur le trajet sanguin vers
la veine sus-hépatigue. Du fait de la consommation des hormones, leur concen-
tration sanguine diminue progressivement. Le métabolisme des hépatocytes
périportaux est nettement « hépatocytaire ». Dans 'extrémité périveineuse des
acinis, ce métabolisme tend progressivement vers celui d'un tissu périphérique.
Cela explique I'hétérogénéité fonctionnelle des hépatocytes selon leur localisa-
tion dans les acinis,

* L'adrénaline, par I'intermédiaire des récepteurs i3 de I'hépatocyte, peut dans une
certaine mesure agir dans le méme sens que le glucagon. Son récepteur appar-
tient & la méme super lamille des récepteurs i sept segments transmembranaires
et son activation provoque également une activation de la PKA (secondaire a
l'activation de l'activité adénylate evelase) qui dans un second temps phospho-
ryle la glycogéne synthase et la phosphorylase kinase. Au final, il y a activation
de la glycogénolyse et dans le méme temps répression de la glveogene synthase.

« DVautres hormones agissent également potentiellement sur le métabolisme hépa-
tique du glycogéne, notamment la vasopressine et 'angiotensine 11. Cependant,
il est difficile d'apprécier I'importance fonctionnelle de Vintervention de ces hor-
mones dans différentes sitnations physiologiques et pathologiques.

b) Muscle strié

Dans le muscle strié, la situation est trés différente de celle du foie. Le glycogene
constitue une réserve locale (individuelle pour chaque cellule) permettant de four-
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nir trés rapidement le glucose-6-phosphate a la glycolyse pour donner ['énergie
nécessaire au début d'une contraction musculaire. Ultérieurement, le glucose
extracellulaire complétera cet apport en attendant l'indispensable prise de relais
par le catabolisme des acides gras, voire des corps cétoniques, pour un effort plus
prolongé. 11 faut donc une régulation du métabolisme du glycogéne corrélée avec
le déclenchement de la contraction musculaire, d'oit le role prépondérant du cal-
cium. L'élévation de la concentration en Ca*™ cytosolique, secondaire a la dépola-
risation de membrane et & l'origine de cette contraction musculaire, active dans le
méme temps la phosphorylase kinase par fixation du Ca*™ sur sa sous-unité & (cal-
moduline). Comme nous 'avons vu, cette phosphorylase kinase phosphoryle a la
fois la glycogene synthase (inactivation) et la glycogéne phosphorylase (activa-
tion}, d'ou la glycogenolyse.

Par ailleurs, sous 'elfet de I'adrénaline, les récepteurs B adrénergiques provogquent
I'élévation de la concentration en AMPc. La protéine kinase A ainsi activée phos-
phoryle les sous-unités o et f de la phosphorylase kinase, ce qui renforce son acti-
vation et surtout la rend plus sensible a de plus faibles concentrations en calcium.
De plus, la protéine kinase A phosphoryle Finhibiteur 1 de la phosphoprotéine-
phosphatase A et ainsi contribue 3 maintenir les enzymes sous forme phospho-
rvlée et a prolonger la glycogénolyse. Dans une certaine mesure, une décharge
d'adrénaline contribue a un apport de glucose indispensable pour un effort mus-
culaire brel. Aprés un certain délai, c'est le calcium qui, en activant le PP2A (CaM),
déclenche la réversibilité de cette régulation.

Enfin, dans le muscle, lactivation allostérique de la phosphorylase b par 'AMP
maintient la glycogénolyse en période de forte consommation d'énergie, indépen-
damment de toute régulation externe.

Pour en savoir plus
* Lomako |, Lomako W.M., Whelan W], Biochim Biophys Acta. 2004 ; 1673 : 45-55.
* Melendez R, Melendez-Hevia E., Canela E1L Biophys J. 1999 ; 77 : 1327-32,
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e glucose est un substrat énergétique essentiel, voire indispensable pour certains

tissus. Or peu d'entre eux peuvent en produire et leurs capacités de stockage sont
ltimitées. En revanche, fous les tissus possedent des fransporteurs pour importer le glu-
case a partir du sang, c'est pourqual la concentration en glucose dans le sang (glycé-
mie} est un parametre biolagique étroitement régulé ef relativement constant. Toute
dysrégulation de la glycémie a des conséquences pathologigues parfois sévéres, A
jeun, les valeurs usuelles sont comprises entre 3,9 et 5,3 mmal/L. Les variations de la
glycémie reflétent la différence enfre les prélévements de glucose par les tissus péri-
phériques ef les apports provenant de 'absorption intestinale et de la sécrétion hépa-
tigue, et dans cerfaines conditions rénale. De trés nombreuses régulations métaboli-
gues, hormonales et nerveuses participent au maintien de la glycémie, Le glucose
sanguin représente une masse de glucose comprise entre 5 et 5,5 g pour un adulte. Le
glucose du secteur extracellulaire peut étre estimé a environ 15 g. Le glvcogéne hépa-
tique représente une réserve de B0 & 90 g de glucose, constitué pendant la période
postprandiale. Cette réserve sert quasi exclusivement au maintien de la glycémie entre
fes repas.

ﬁ Transfert du glucose dans les cellules

Toutes les cellules peuvent capturer le glucose extracellulaire a I'aide de transpor-
teurs dont il faur distinguer deux types. Dans le cas des cellules polarisées comme
celles de I'épithélium digestif ou celles du tube contourné rénal qui assurent res-
pectivement l'absorption digestive et la réabsorption urinaire du glucose au travers
de la membrane du pole apical, e transport du glucose s'effectue contre un gra-
diient de concentration. Pour lutter contre ce gradient défavorable, une pompe
ATPase Na/K dépendante génére un contre-gradient de sodium et le glucose est
echangé contre une molécule de sodium par un transport antiport. Les transpor-
teurs responsables du transport actif antiport sodium-glucose appartiennent a la
famille SGLT (sodium-dependent glucose transporter). Trois genes ont €1é clonés,
dont les deux principaux représentants, SGLT1 et 5GLT2, sont respectivement
exprimés au niveau de 'intestin et du tubule rénal. Au pole basolaréral des cellules
¢pithéliales, comme a la membrane plasmique des cellules non polarisées, le glu-
cose traverse grice a des transporteurs membranaires fonctionnant selon un méca-
nisme de diffusion facilitée. Le déplacement du glucose s'effectue selon son gra-
dient de concentration, sans consommation d'énergie. 1l est saturable et réversible,
Ces transporteurs constituent une famille disoformes présentant de fortes homo-
logies de séquence : les GLUT (glucose transporter). Onze génes ont été clonés
chagque GLUT se caractérise par sa constante de dissociation pour le glucose.
Parmi les plus importants, citons
* GLUTL et GLUT3, qui sont exprimeés dans presque toutes les cellules. 1ls ont une
affinité movenne pour le glucose et assurent l'entrée basale du glucose dans les
cellules ;
 GLUT2, qui est exprimeé dans le foie et le pancréas. 1] présente une faible affinite
pour le glucose et intervient essentiellement en phase postprandiale, lorsque la
glycémie portale est élevée, pour l'entrée du glucose dans les cellules de ces deux
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tissus. Le méme GLUT2 assure 'efflux de glucose hors de lhépatocyie dans les
périodes de jeqne ;
* GLUTH4, qui est exprime dans les muscles et le tissu adipeux, présente une trés
forte affinité pour le glucose. 1l se différencie des autres GLUT car, a I'état basal,
il se localise dans des vésicules sous-membranaires. C'est la liaison de l'insuline
AVEC SO0 récepleur qui entraine instantanément une translocation de GLUT#4 a
la membrane plasmique, augmentant ainsi brutalement le nombre de transpor-
teurs fonctionnels. Ce phénoméne est réversible avec retour a 'état basal en
I'ahsence de stimulation par l'insuline. Le nombre de transporteurs GLUT4 a la
membrane plasmique est done directement proportionnel a Vinsulinémie, cest
ce qui caractérise les tissus insulinodépendants.
Un nombre limité de tssus (muscles striés, adipocytes...) sont insulinodépen-
dants pour l'influx de glucose car ils expriment GLUTI et GLUT4. GLUT]1 assure
un influx basal de glucose suffisant en période de repos mais trés insuffisant pour
répondre a la moindre sollicitation, GLUTH4, dont la translocation vers la mem-
brane plasmique est sous le contrale de linsulinémie, autorise un influx important
de glucose dans les phases postprandiales immeédiates.
Les tissus qui expriment GLUTI, GLUT3 ou GLUTS somt dits « insulino-
indépendanits » pour linflux de glucose (cellules nerveuses, rénales, épitheliales
ainsi que les globules rouges), La vitesse de pénétration du glucose est indépen-
dante de l'insulinémie. Le nombre de transporteurs GLUT insérés dans la mem-
brane plasmique est constant et assure un influx de glucose suffisant quand la gly-
cémie se trouve dans les limites phyvsiologiques, Les tissus insulino-indépendants
pour I'influx de glucose sont par ailleurs trés sensibles a 'hypoglycémie. Un influx
de glucose insuffisant est a I'origine de souffrance cellulaire qui dans le cas des cel-
lules nerveuses peut étre responsable de lesions irréversibles du systéme nerveux
central.
Dans tous les cas, l'influx de glucose dans la cellule — et le prélevement de glucose
dans le secteur extracellulaire -~ dépend du gradiemt de glucose, du nombre de
transporteurs fonctionnels et du Kk, des transporteurs. Le gradient de glucose cor-
respond a la différence entre la glycémie et la concentration du glucose intracellu-
laire. Cette concentration intracellulaire en glucose est toujours trés faible. En
effer, dans un tissu périphérique, I'hexokinase assure la phosphorylation rapide du
glucose selon une réaction irréversible :
Glucose + ATP — Glucose-6-phosphate + ADP

Comme les hexokinases présentent un Km extrémement faible pour le glucose
(10°*2 1077 mol/LY, elles agissent rapidement dés les faibles concentrations en glu-
cose entrant dans la cellule. Le glucose-6-phosphate ne pouvant pas waverser la
membrane plasmique, 'action de 'hexokinase empéche ainsi toute ressortie du
glucose et maintient le gradient de glucose 4 son maximum.

L'hépatocyte (cellule épithéliale parenchymateuse représentant environ les deux
tiers du foie) et la cellule B du pancréas expriment GLUT2 et se classent dans les
tissus insulino-indépendants pour l'influx de glucose. Par ailleurs, ces cellules
expriment une isoforme tres particuliere de I'hexokinase, la glucokinase, d'aflinite
beaucoup plus faible pour le glucose que I'hexokinase. Par conséquent, la mise en
réserve du glucose dans Ihépatocyte sous forme de glycogéne ne se fera que pour

117



Tome 2

118 Binchimie fondamentale

des glycémies élevées, tout comme la production dinsuline qui ne devient trés
significative qu'en cas d'hyperglycémie. De méme, la sécrétion de glucose par
I'hépatocyte, via GLUTZ2, pour le maintien de la glycémie ne se fera qu'en présence
d'une concentration intra-hépatocytaire en glucose éleviée.

W. Capture et secretion de glucose par les tissus

Les besoins en glucose des tissus périphériques sont assurés par un prélevement dans la
circulation sanguine.

A I'état basal, au repos et & jeun, la circulation sanguine doit fournir au minimum
I mmol/min de glucose (200 mg/min). Le cerveau et le systéme nerveux en con-
somment environ 60 %, les éléments figurés du sang environ 20 % et les muscles
an repos environ 20 %. La quantité de glucose disponible dans le secteur extracel-
lulaire, environ 15 g, n'est pas suffisante pour répondre a cette demande au-dela
de quelques dizaines de minutes, Le glucose sécrété par les hépatocytes doit com-
penser assez rapidement celui qui est prélevé par les tissus périphériques. Par
ailleurs, au début d'un effort musculaire brutal, la consommation de glucose peut
atteindre 25 mmol/min {soit 5 g par minute). Le glvcogéne musculaire étant rapi-
dement épuisé, une production hépatique par glycogénolyse est indispensable
pour le maintien de la glycémie en attendant que le catabolisme des acides gras
relaye la glycolyse pour fournir I'énergie aux muscles.

A. Apport de glucose en période postprandiale

Un repas équilibré devrait représenter environ 120 g de glucides assimilables qui,
aprés digestion, fournissent du glucose, du galactose et du fructose, Le glucose, qui
possede dans l'intestin gréle un transporteur actil par antiport glucose-Na*, est
absorbé plus rapidement que le [ructose. A I'érar physiologique, il se produit une
légere hyperglycémie postprandiale. Cette hyperglycémie est a lorigine d'une
sécrétion d'insuline par les cellules B du pancréas. Les glucides absorbés se retrou-
vent d'abord sous forme de glycogene hépatique. Le reste est soit consommeé par
les tissus périphériques pendant la période postprandiale, soit mis en réserve sous
forme de glycogéne musculaire ou de triglycérides dans les adipocyies. L'alimen-
tation apporte des quantités significatives de galactose et de fructose. A 'état phy-
siologique, c’est Thépatocyte qui assure le métabolisme de ces glucides. Les autres
tissus n'interviennent pratiquement pas.

Le galactose est transformé en galactose-1-phosphate par la galactokinase et se
trouve orienté vers la formation d'UDP-galactose et donc d'UDP-glucose utilisé
pour la synthese de glycogéne et d'autres glycoconjugués,

Le [ructose est transformé en fructose-1-phosphate par la fructokinase. La fruc-
Lose-1-phosphate aldolase le translorme en dihydroxyacétone phosphate et en gly-
céraldéhyde qui participent a la gluconéogenése quand la fructose 1,6 bisphospha-
tase est activée, ce qui nest pas le cas en période postprandiale (insulinémie-
glucagonémie éleveée).
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B. Rdle privilégié de I'hépatocyte dans la régulation de la glycémie :
sécretion et fixation du glucose

L'hépatocyie est pratiquement le seul tvpe cellulaire avec les cellules du cortex
rénal a posséder une glucose-6-phosphatase qui hvdrolyse le glucose-6-phosphate
en acide phosphorique et en glucose qui est ensuite libérable dans la circulation,
La glucose-6-phosphatase se localise dans les canalicules du réticulum endoplas-
mique. Le glucose-6-phosphate traverse la membrane du réticulum grice 4 un
transporteur spécifique de kd assez élevé. Quand le glucose-6-phosphate est pro-
duit massivement, soit par glycogénolyse, soit par gluconéogenese, sa concentra-
tion cytosolique devient sullisante pour lui permettre de passer dans le réticulum
afin d'étre hydrolysé en glucose qui est sécrété. Par ailleurs, 'hépatocyte exprime
une glucokinase qui se caractérise par son affinité élevée pour le glucose et est tres
peu active pour de faibles concentrations intracellulaires en glucose.

En période dhyperglycémie, cette concentration intracellulaire augmente et la
glucokinase devient plus active. En phosphorylant le glucose, elle contribue a sa
fixation en période d'hyperglveémie. Le glucose-6-phosphate formé ne peut pas
sortir de la cellule et il est orienté vers la glycogénogenése.

Il faut noter que si Phépatocyte possédait une hexokinase analogue a celle des tis-
sus périphériques, il fixerait activement le glucose, méme pour des glycémies
modérées. Enfin, nous avons vu que Phépatocyte exprime GLUT2. Linflux et la
sécrétion de glucose ne se font que pour des concentrations élevées en glucose. Cet
ensemble de particularités - GLUTZ2, glucokinase, glucose-6-phosphatase — qui ne
se retrouvent pas dans les autres tissus, permet 4 lhépatocyte de jouer un role pre-
pondérant dans la régulation de la glycémie. Certaines cellules du cortex rénal
expriment ¢galement une glucose-6-phosphatase. Ce n'est qu'aprées un jefine tres
prolongé (= 3 jours) que le rein contribue ainsi d'une maniere trés significative
(= 30 %) au maintien de la glycémie en développant une intense gluconéogenése.
L'entérocyte, qui présente un certain nombre d'analogies métaboliques avec
I'hépatocyte, possede également une glucose-6-phosphatase mais ne semble pas
participer signilicativement an maintien de la glyeémue.

HII. Régulation des voies métaboliques contribuant
au maintien de la glycéemie

A. Régulation des voies métaboliques contribuant a |a sécrétion
de glucose dans la circulation sanguine
(voir aussi la question sur le métabolisme du glycogene)

1. Glycogénolyse hépatique

La glvcogene phosphorylase catalyse la phosphorolyse dun résidu glucosyle ot 1.4
de l'extrémité non réductrice du glycogene avec libération de glucose-1-phos-
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phate. Cette enzyme fonctionne comme une transglycosylase avec l'acide phos-
phorique comme accepteur. L'énergie de la liaison osidyle se trouve conservée
dans la liaison glucosyl-1-phosphate permettant I'économie de VATP gqui serait
nécessaire pour activer le glucose en glucose-6-phosphate.

La glycogéne phosphorylase est d’abord régulée par phosphorylation-déphospho-
rylation. La forme active, la phosphorylase a, est phosphorylée et la forme inactive,
phosphorylase b, est déphosphorylée.

In vivo, la phosphorylation est réalisée uniquement par une kinase spécifique, la
phosphorylase kinase. La phosphorylase kinase est elle-méme activée soit par
liaison avec le calcium sur sa sous-unité d, soit par phosphorylation de ses sous-
unités ¢ et [} par la protéine kinase A (AMPc-dépendante). Les stimulations hor-
monales gui provoquent une augmentation de la concentration en second messa-
ger AMPe ou Ca** déclenchent done la glycogénolyse. Dans I'hépatocyie, le gluca-
gon joue un role prédominant dans le déclenchement de la glycogénolyse. Cette
stimulation passe par 'activation de la protéine kinase A qui, 4 son tour, active la
phosphorylase kinase. Cette cascade d'activation permet un effet amplificateur
autorisant une réponse rapide face a un besoin en glucose. Les catécholamines,
quoigqu’a un degré moindre, sont également activatrices de la glycogénaolyse hépa-
tique. L'elfet des carécholamines peut étre consécutif soit 4 leur liaison sur des
récepreurs alpha-1 adrénergiques, soit sur des récepteurs béta-adrénergiques.

Il faut noter que la régulation de la glycogéne synthétase est controdlée par le méme
mécanisme mais de manitre opposée (forme phosphorylée inactive, forme
déphosphorylée active) a celle de la glycogéne phosphorylase. Glycogénolyse el
gl}fmgénngentﬁe ne peuvent des lors avoir liew en méme temps et Pinsuline, qui
par un mécanisme complexe déclenche la déphosphorylation de la glycogéne syn-
thétase et de la glycogene phosphorylase, s'oppose a l'action du glucagon et oriente
le flux métaholique vers la synthese de glycogine,

A coté de la régulation de la glycogene phosphorylase par phosphorylation-
déphosphorylation, cette enzyme peut également étre modulée par allostérie :
ainsi, le glucose se comporte comme un modulateur allostérique négatif de la gly-
cogéne phosphorylase a alors que le glucose-6-phosphate est un activateur allos-
térique de la glycogéne synthase b (voir la question sur le glycogéne). Dans I'hépa-
tocyte, une augmentation de la concentration en glucose pendant une stimulation
hyperglycémiante {insulinémie-glucagonémie faible) signifie que la gluconéoge-
nese est capable de satisfaire la demande en termes de séerétion de glucose et qu'il
est préflerable d'interrompre la glycogénolyse. Grace a cette régulation allostérigue,
la gluconéogenése prend progressivement le relais de la glycogénolvse aprées quel-
ques heures de jetine.

2. Gluconéogenése

Cette voie métabolique, essentiellement hépatocytaire et secondairement rénale,
réalise la synthese du glucose a partir de précurseurs glucoformateurs divers.

Le [lux métabolique de cette voie dépend avant tout de la concentration intracel-
lulaire et ainsi des apports sanguins au foie en substrats glucoformateurs (princi-
palement lalanine et le lactate, et accessoirement le glycérol et les autres acides
aminés glucoformateurs), ainsi que de lactivité spécilique des enzymes de cette
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voie : pyvruvate carboxylase (PC), phosphoénol pyruvate carboxykinase (PEPCK),
fructose 1,6 bisphosphatase et glucose-6-phosphatase. L'activité néoglucogénique
est également fonction de la concentration intracellulaire de ces enzymes. Les hor-
mones hyperglycémiantes (glucagon, glucocorticoides. .. ) induisent la synthése de
ces enzymes. Par opposition, l'insuline est hormone clé qui inhibe la gluconéoge-
nése en réprimant l'expression de la PEPCK et de la glucose-6-phosphatase. Par
ailleurs, comme ces enzymes ont une demi-vie relativement bréve, aprés quelques
heures d'imprégnation hormonale, il se produirt des variations tres significatives de
la concentration en enzymes et du flux métabolique. 1l s'établit ainsi un cvele nyc-
théméral en fonction des périodes de jetine interprandiales. DVautres enzymes con-
tribuant a la transformation de substrats glucoformateurs comme les aminotrans-
[érases subissent ce méme type de régulation.

a) Considérations métaboliques sur la gluconéogenése

Dans la gluconéogenese a partir du pyruvate, l'énorme dilférence d'énergie libre
pour le passage du pyruvate au phosphoénolpyruvate impose une voie métabolique
en deux étapes, la consommation de deux équivalents dATP et le transfert de méta-
bolites entre le cytosol et la mitochondrie pour contowrner 'élape correspondante
de la glycolyse qui produit un ATP. La pyruvate carboxylase (PC), enzyme intrami-
twechondriale & biotine, catalyse la fixation danhydride carbonique pour former
Foxaloacétate et consomme un ATP. Dans la seconde étape, la phosphoénolpyruvate
carboxykinase (PEPCK), enzyme cvtosolique, translorme l'oxaloacétate en PEP et
en anhydride carbonique avec consommation de GTP. Or l'oxaloacétate, intermé-
diaire commun a ces deux réactions, ne peut pas traverser la membrane interne de
la mitochondrie. Il doit étre métabolisé en une autre molécule possédant un trans-
porteur membranaire spécifique. Ainsi l'oxaloacétate peut étre transformé :

* en malate par la malate deshydrogénase (MDH) mitochondriale avec consom-
mation de NADH,H+. Le malate, qui posseéde un transporteur, passe dans le
cytosol ol une autre MDH assure la transformation inverse en reformant de
Foxaloacétate et du NADH H+. Ce systéme de transport assure la fourniture par
la mitochondrie de I'équivalent réducteur nécessaire pour lincorporation des
trois carbones dans la gluconéogenese ;

* en aspartate par l'aspartate aminotransférase mitochondriale (ASAT). L'aspartate
qui possede un transporteur passe dans le cytosol ot une autre ASAT assure la
transamination inverse en redonnant loxaloacétate pour la gluconéogenese.
Dans ce cas, le NADH.H+ nécessaire doit ére fourni par un autre moyen,
L'aspartate ainsi transféré peut également se condenser dans le cytosol avec la
citrulline pour former Fargininosuccinate, Largininosuccinate lvase catalyse
ensuite la coupure non hydrolytique de l'argininosuccinate avec formation
d'arginine, destinée a l'uréogenese, et de fumarate qui, par hydratation, conduit
au malate transformé en oxaloacétate par la MDH avec formation de NADH H+,
L'oxaloacétate rejoint ainsi la gluconéogenese en apportant les équivalents
réducteurs indispensables. Dans les deux cas, la gluconéogenese et Il'uréogenése
sont associées, soit directement par I'aspartate qui fournit un NH, a l'uréogenise,
soit indirectement par le couple o-cétoglutarate-glutamate qui collecte les NH,
des acides amings et constitue un substrat important de l'uréogenese,

12]
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Le lactaic et l'alanine représentent les principaux substrats glucoformateurs. Ils
proviennent des tissus périphériques (le muscle et le globule rouge en particulier)
et assurent le transport au foie, soit des équivalents réducteurs de la glycolyse ana-
érobie (cvele de Cori), soit des groupements amines provenant du catabolisme des
acides amings. Dans le cytosol de I'hépatocyte, ils sont tous les deux ransformes
en pyruvate. Le lactate par la LDH assure la formation de NADH H+ et apporie
I'équivalent réducteur nécessaire pour son incorporation dans la gluocongogenese.
Dans le cas de Talanine, ¢est l'alanine aminotransférase (ALAT) qui la transforme
en pyruvate, donc sans apport d'équivalent réducteur, mais en fournissant un
équivalent NH, a l'uréogenése. Le pyruvate ainsi formé diffuse dans la mitochon-
drie en servant de contre-transport pour la sortie des corps céloniques qui sont
produits en grande quantité en période de gluconéogenese. Le pyruvate est trans-
formé en oxaloacétate, comme nous I'avons décrit plus haut. Quand le pyruvate
provient de la transamination de Palaline, il est nécessaire de fournir au cytosol un
equivalent réducteur pour la suite de la gluconéogenése — l'oxaloacétate est trans-
fére sous forme de malate. Quand le pyruvate proviem du lactate, 'éguivalent
réducteur n'est pas nécessaire et l'oxaloacétate est transfére sous forme d'aspartate.
Le lactate contribue done a T'élimination de Pazote fourni par le catabolisme des
acides aminés glucolormateurs auires que l'alanine.

Parmi les autres substrats glucoformateurs, signalons le glyeérol gui est libére par les
adipocytes pendant la lipolvse en méme temps que les acides gras non esiérifiés.
En eflet, l'adipocyte ne possédant pas de glycérol kinase ne peut pas réutiliser le
glycérol pour la synthéese du glycérol phosphate nécessaire pour former les triacyl-
glveérols. Celui-ci doit provenir de la réduction de la dihydroxyacétone phosphate
de la glycolyse. L'hépatocyte, qui possede une glycérol kinase, épure le glyveérol du
plasma, le translorme en glycérol phosphate qui est soit réduit par la glyeérol phos-
phate déshydrogénase avec lormation d'un NADH, H+ et de dibhydroxyacétone
phosphate gqui rejoint la gluconéogenese, soit directement utilisé pour la synthese
des triglycérides.

A I'état physiologique, le métabolisme du fructose est presque exclusivement hépa-
tocytaire et rejoint la gluconéogenése au niveau des irioses phosphaies.

Le métabolisme des acides aminés glucoformateurs rejoint la gluconéogenése soil
par le pyruvate, soit par un des intermédiaires du cycle de Krebs, par exemple :
Valanine. la sérine et la cystéine forment du pyruvate ; laspartate de l'oxaloacétate ;
le glutamate, l'ornithine et la proline de P'o-cetoglutarate, lisoleucine et la valine
du succinyl-CoA, la tyrosine et la phénvlalanine du fumarate. Ces intermédiaires
du cycle de Krebs se translorment ensuite en malate-oxaloacétate-aspartate. Toute
voie anaplérotique, qui par définition fournit des intermédiaires au cycle de Krebs,
participe a la gluconéogenise a la condition que le nombre de carhones fournis a
ce cycle soit supérieur au nombre de décarboxylations réalisées avant d'atteindre
I'étape malate-oxaloacétate. Clest ainsi que dans le régne animal, lacéty]-CoA n'est
pas glucoformateur.

Enfin, il est trés important de signaler que la gluconéogenese implique un dépla-
cement de 'équilibre malate-oxaloacétate dans le sens inverse de celui du cycle de
Krebs. De plus, elle consomme l'oxaloacétate qui ainsi n'est plus disponible pour
se condenser avec acétv]-CoA.
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b) Bilan de la gluconéogenése
A partir du pyruvate, on peut écrire
2Pyr + 4ATP + 2GTP + 2NADH,H* = Glc + 4ADP + 2GDP + 6Pi + 2NAD*

A partir des autres substrats, il faut tenir compte du bilan énergétique de toutes les
étapes avant datteindre le malate et éventuellement de 'énergie nécessaire pour
éliminer 'azote.

La gluconéogenese consomme de PATP qui provient essentiellement du catabo-
lisme des acides gras. La wransformation d'acyl-CoA en acéiyl-CoA dans la mito-
chondrie produit un grand nombre de coenzymes réduits, L'hépatocyte étant régu-
lierement oxygéné, la chaine respiratoire régénere des coenzymes oxydés et
fournit les ATP nécessaires. L'acétyl-CoA ne pouvant pas étre catabolisé dans le
cycle de Krebs s'accumule et se trouve orienté vers la formation de corps cétomi-
ques (actétoacétate et P-hydroxybutyrate). Gluconéogenese el cétogenese sont
obligatoirement associées dans toutes les situations physiologiques et pathologi-
ques.

¢) Régulation de la gluconéogenese (fig. 1)

La régulation de la gluconéogenese hepatique s'elfectue aux niveaux de quatre car-
refours principaux : fructose-1,6-bisphosphatase 1 (FBPase |l )J/phosphofructoki-
nase 1 (PFK1), pyruvate kinase, pyruvate carboxylase et pyruvate deshydrogénase.
Dans le cytosol, la régulation la plus importante se trouve au niveau de la fructose-
I,6-bisphosphatase 1 (FEFasel) et de la phosphofructokinase 1 (PFK1) qui cataly-
sent la transformation de Fru 6-P en Fru 1,6-BiP et inversement. Il se forme ce
qu'on appelle un « cycle futile » car si les deux enzymes [onctionnaient sans con-
trisle, on aboutirait 4 une consommation d’ATP sans utilité. Ces enzymes sont en
fait parfaitement régulées par les mémes modulateurs mais dans des sens opposés.
Le principal niveau de controle est allostérigue.

Comme dans tous les tissus, la charge énergétique pourrait théoriquement
intervenir © la PFK1 est inhibée par une lorte concentration en ATP et activée par
une forte concentration en ADP et en AMP. Inversement, une forte concentration
en ATF active la FBPasel et une forte concentration en AMP Tinhibe. Toutefois,
dans lhépatocyte, la charge énergétique est remarquablement siable et cette régu-
lation n'intervient que dans des cas exceptionnels.

Le modulateur allostérique principal est le [ructose-2 6-bisphosphate (Fruo 2,6-
BiP), qui se comporte comme un modulateur positif de la PFK1 et négatil de la
FBPasel.

NB: ne pas confondre Fru 1,6-BiP et Fru 2,6-BiP. Le premier est un métabolite
présent a4 concentration millimolaire. Le second est un modulateur allostérique
présent a concentration micromolaire.

La présence de Fru 2,6-BiP exprime une abondance en glucose et entraine, par
modulation des activités enzymatiques, un arrét de la gluconéogenése et une pos-
sibilité de glycolyse. Inversement, son absence signifie un manque de glucose et
provogque une stimulation de la gluconéogenese et une inhibition de la glycolyse.
Une concentration élevée en Fru 2 6-BiP porte donc un message inverse de celui
du glucagon qui correspond & une stimulation hyperglycémiante pour répondre a
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un mangue de glucose. Cela s'explique par la régulation de la synthése et de la
dégradation du Fru 2,6-BiP. La synthése du Fru 2,6-BiP est catalysée par une
phosphofruciokinase 2 (PKF2} (différente de la PFK1 de la glveolyse). Sa destruc-
tion est catalysée par une fructose bisphosphatase 2 (FBPase 2) différente de la
FDFase | de la gluconéogenese. Chose assez rare, les deux activités enzymatiques
sont portées par une méme protéine. Cette protéine enzymatique est régulée par
phosphorylation-déphosphorylation, selon un schéma classique, faisant intervenir
la protéine kinase A (AMFPc dépendante) et une phosphoprotéine phosphatase
(PP). En présence d'AMPc, deuxieme messager du glucagon, la protéine kinase A
est active et la PFK2-FBPase 2 phosphorylée (en fait lisoforme hépatique) ne
manifeste que son activite FBPase 2 ~ et hydrolyse le Fru 2,6-BiP. La levée de la
modulation négative de la FBPase conduit a une stimulation de la gliconéogenese,
Le glucagon stimule donc la gluconéogeneése comme il stimule la glycogénolyse,
par 'intermédiaire de la méme protéine kinase A,

En absence de stimulation par le glucagon (rapport insulinémie-glucagonémie
elevé), la protéine kinase A est inactive, la PFK2-FBPase 2 est sous lorme non
phosphorylée et ne manifeste alors que son activité PFK2, ce qui entraine la syn-
these du Fru 2,6-BiP qui inhibe la FBPase 1 et, par voie de conséquence, la gluco-
néogencse.

Le deuxieme point de régulation de la gluconéogenése est sous la dépendance de
la pyruvate kinase qui transforme le PEP en pyruvate et qui doit absolument étre
inhibée en période de gluconéogenese. En effet, I'équilibre glycéraldehyde 3-phos-
phate «» 1,3 diphosphoglycérate «» 3-phosphoglycérate (3PG) est trés défavora-
ble a la gluconéogenese puisquil présente une constante d'éguilibre tres en faveur
de la formation de 3PG (Keq = 0,01). Pour réaliser la gluconéogenése, il faut alors
une forte concentration en 3PG et une faible concentration en glycéraldéhyde 3-
phosphate. La suite des réactions de cette voie métabolique, 3-P glyveérate (3PG)
e 2-P glycérate (2PG) & Phosphoénol pyruvate (PEP), est, elle, bien équilibrée.
En périnde de gluconéogenese, il faut une concentration élevée en phosphoénol
pyruvate. Il importe alors de réguler le cycle futile

PEP ——— Pyruvale ————» Oxalacétate ———= PEP
Pyruvate Pyruvate PEPCK
Kinase carboxylase

Dans I'hépatocyte, lisoforme L de la pyruvate kinase est phosphorylable par la
protéine kinase A (activée par le glucagon). La forme phosphorylée de la pyruvate
kinase correspond a la forme inactive de l'enzyme. Par ailleurs, la pyruvate kinase
L est également régulable par allostérie : le modulateur positil est le Fru 1,6-BiP et
les modulateurs négatifs sont le citrate, 'ATP et l'alanine. En période de gluconéo-
genese, la pyruvaie kinase est par conséquent inactive et le PEP sera dés lors trans-
formé en 3-P glycérate puis en glycéraldéhyde 3-P.

Le troisieme point de régulation de la gluconéogenése est situé au niveau du car-
refour du pyruvate. Dans la mitochondrie, le pyruvate est orienté soit vers la glu-
conéogenése via la pyruvate carboxvlase, soit vers loxvdation via la pyvruvate des-
hydrogénase. En situation de jetine, la pyruvate carboxylase, premiére étape de la
gluconcéogendse, est activée par allostérie alors que la pyruvate deshydrogénase est
inhibée par une phosphorylation induite par des mécanismes d'allosterie.
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Du fait de la B-oxydation des acides gras pendant le jeane, 'acétyl-CoA s'accu-
mule. Cest un modulateur allostérique positif de la pyruvate carboxylase. De fortes
concentrations mitochondriales en acétyl-CoA, en ATP et en NADH.H", témoi-
gnent d'un catabolisme abondant d'acyl-CoA, condition indispensable pour four-
nir lénergie et les équivalents réducteurs 4 la gluconéogenese, Ces trois molécules
se comportent par ailleurs comme des modulateurs allostériques positifs de la
pyruvate déshydrogénase kinase, enzyme responsable de la phosporylation de la
pyruvate deshydrogénase. La lorme phosphorylée de la PDH est inactive. Dans les
situations d'hyperglycémie sous linfluence de linsuline, la lipolyse et la B-oxyda-
tion sont freinées, la concentration intramitochondriale en acetyl-CoA, ATP et
NADH,H* chute. Par conséquent, la pyruvate carboxylase n'est plus activée et la
pyruvate deshydrogénase déphosphorylée n'est plus verrouillee. Le glucose est
alors oxydé au travers du cycle de Krebs via le pyruvate.

Enfin, lisocitrate déshydrogenase peut également participer a la régulation de la
gluconéogenése. Cette enzyme du cyele de Krebs, qui transforme lisocitrate en -
cétoglutarate (premiére étape de décarboxvlation), est inhibée par de fortes con-
centrations en ATF et en NADH H*. En periode de gluconéogenese, ces deux coen-
zymes doivent étre fournies en grande quantité par la mitochondrie. L'inhibition
de cette étape provoque une accumulation de citrate et d'oxalacétate, gui peuvent
ainsi s'orienter vers la gluconéogenese, ainsi que d'acétyl-CoA qui s'oriente vers la
cétogenése, Malgre I'inhibition de l'socitrate déshydrogénase, les éapes du cycle
de Krebs entre 'et-cétoglurate et le malate restent parfaitement fonctionnelles e
peuvent ainsi orienter les substrats glucolormateurs vers le malate-oxaloacéiate-
aspartate.

Indépendamment de ces mécanismes de régulation immediate (allostérie, phos-
phorylation-déphosphorylation), la gluconéogenese est également régulée a long
terme par des mécanismes de régulation transcriptionnelle par des hormones. Le
glucagon et les glucocorticoides induisent la binsynthése des enzymes spéciligues
de la gluconéogenése : pyruvate carboxylase (PC), phosphoénol pyruvate car-
boxvkinase (PEPCK), [ructose-1 6-bisphosphatase, glucose-6-phosphatase, ce qui
provoque une augmentation de la concentration des enzymes dans 'hépatocyie, et
ainsi de leur activité spécilique (nombre de molécules de substrat transformées par
minute et par milligramme de protéines). L'insuline s'oppose a ce phénomeéne. Ce
controle de la synthese de ces enzyvmes ne se manifeste qu'aprés un délai de plu-
sieurs heures, voire de plusieurs jours. Il agit dans le méme sens que les effets rapi-
des de ces hormones et les consolide,

B. Régulation des voies métaboliques consommant le glucose
prélevé dans la circulation sanguine

1. Glycolyse des tissus périphériques

a) Considérations métaboliques
La plupart des tissus prélevent dans la circulation le glucose dont ils ont besoin
pour assurer leur couverture énergétique. Toutelois, il faut bien considérer deux
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types de tissus : les tissus glucodépendants, d'une part, pour lesquels le glucose est
la source quasi exclusive d'énergie, et qui par ailleurs sont caractérisés par une
consommation réguliere et continue de glucose. Dans la majorité de ces tissus, le
nombre de transporteurs de glucose insérés dans la membrane est suffisant pour
assurer l'influx de glucose nécessaire et celui-ci n'est pas modilié par la présence
d'insuline. Ces tissus sont dits « insulino-indépendants pour le glucose. » 1ls sont
tris sensibles @ 'hypo- ou Uhyperglycémie. C'est le cas en tout premier lieu du cer-
veau, mais également celui des hématies, des lencocytes, de la médullaire rénale,
de la rétine. .. Dans ces tissus, il n'y a pas 4 proprement parler de régulation du flux
glvcolytique. D'autre part, d'autres tissus peuvent certes utiliser le glucose, mais
aussi d'autres sources énergétiques, et plus précisément les acides gras. Les deux
tissus périphériques les plus importants de ce groupe, en termes de prélevement
de glucose — le tissu adipeux et le muscle squelettique — ne peuvent prélever du
glucose que lorsque la production d'insuline est suffisante et, dés lors, essentielle-
ment en période postprandiale. En effet, ces tissus sont insulinodépendants pour
le glucose, comme nous l'avons vu précédemment. Dans ces cellules, l'insuline
controle Tinflux de glucose et par la méme les possibilités de glycolyse.,

b) Régulation de la glycolyse (fig. 1)

En fonction de ce qui vient d'étre dit, la régulation de la glycolyse n'est envisagée
que pour le tissu adipeux et le muscle squelettique.

Dans les tissus périphériques, la possibilité de glycolyse dépend en premier lieu de la
disponibilité en glucose-6-P. Au niveau du muscle, celui-ci provient essentiellement
de la glyvcogénolyse. Ainsi, dans un muscle squelettique, Uélévation de la concentra-
tion en caleium du cytosol (de 1074 107 mol/L) déclenche en méme temps la contrac-
tion musculaire qui consomme de 'ATP et la glycogénolyse qui apporte le glucose-6-
P a la glycolyse. Dans le premier phénomeéne, le calcium se fixe sur la troponine C, ce
gui leve Vinhibition par la troponine [ et permet Pactivité ATPasique de la myosine, ce
qui déclenche la contraction. Dans le second phénoméne, le calcium qui se fixe sur la
sous-unité delta (calmoduline) de la phosphorylase kinase, 'active. Cette derniére, en
phosphorylant la glycogéne phosphorylase, lactive et déclenche la glycogénolyse avec
libération de glucose-1-P. Ce dernier est isomérisé en glucose-6-F par la phospho-
hexomutase (réaction équilibrée). Le glucose-6-P ainsi formé est disponible pour la
glveolyse a un moment od il est urgent de remplacer FATP consommé.

Au niveau du tissu adipeux, le glucose-6-F provient essentiellement de Finflux du
glucose dans la cellule en période postprandiale.

Dans le muscle, comme dans le tissu adipeux, il n'existe qu'une seule étape de
régulation. Il s'agit de la transformation de Fru 6-P en Fru 1,6-BiP catalysée par la
phospholructose kinase 1 (PFK1). La régulation allostérique de la PFK1 contrile
parfaitement la glvcolyse en fonction des hesoins en énergie.

Plusieurs modulateurs allostériques peuvent intervenir. Le premier type de modu-
lation fait intervenir les nucléotides phosphates et la charge énergétique. Cette
modulation est la plus importante au niveau du muscle, La PFK1 est modulée
négativement par 'ATP et positivement par 'ADF et 'AMFP. Cela revient a dire que
c'est la concentration locale en ATP ou en ADP qui contrdle l'activité de la PFKI
et par la lintensité de la glycolyse, ce qui a pour objectif de maintenir la concen-
tration en ATP & un niveau satisfaisant,
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Figure 1. Régulation de la gluconéogeneése et de la glycalyse

Dans un muscle au repos, la concentration en ATP fournie par la mitochondrie est
suffisante pour inhiber la PFKI et limiter la glycolyse. La contraction musculaire
est associée a une hydrolyse de FATP en ADP, ce qui provoque la diminution de la
charge énergétique et, automatiquement, 'activation de la PFK]1, et ainsi de la gly-
colyse. La glycolyse anaérobie produit deux ATP par glucose et permet de répon-
dre 4 un besoin urgent en ATP en debut d'effort musculaire.

Cette méme régulation de la PFK 1 explique pourquoi les acides gras sont méta-
bolisés en priorité dans les cellules musculaires. Les acides gras non estériliés sont
absorbeés en fonction de leur concentration plasmatique, puis sont oxydeés dans la
mitochondrie avec formation de coenzyvmes réduits qui approvisionnent la chaine
respiratoire, La grande quantité d'ATP fournie (129 ATP par palmitate) inhibe la
PFK]1, et ainsi la glycolyse. Cette glycolyse a pour rdle de compléter l'apport en
ATP de la mitochondrie pour le maintien de la charge énergétique du cytosol a un
niveau optimal. Occasionnellement, elle compense instantanément un mangue de
cet apport dATF mitochondrial. Par exemple, au début d'un effort musculaire, la
glycolyse fournit instantanément FATFP nécessaire en attendant que 'accélération
de la circulation sanguine apporte sulfisamment d'oxygeéne aux mitochondries qui
peuvent alors fournir, a partir du catabolisme des acides gras, P'essentiel de 'ATP
nécessaire pour un effort plus prolongé.
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Par ailleurs, quand un tissu se trouve en anaérobie, la chaine respiratoire ne peut
plus fonctionner et la fourniture d'ATP est interrompue. Automatiquement, la
PFK1 est activée et la glvcolyse accélérée. Cela explique l'augmentation de la con-
sommation de glucose par une cellule placée en anaérobiose : effet Pasteur.

Si la charge énergétique constitue essentiel de la régulaton de la PFKL dans le
muscle, il convient cependant d'évoquer d'autres possibilités. De [acon complé-
mentaire, dans le muscle, le citrate se comporte comme un inhibiteur allostérique
de la PFK1, et le fructose-2,6-bisphosphate comme un activateur allostérique de
cette méme enzyme. Cetle dernitre régulation ne semble pas essentielle au niveau
musculaire. Dans cet organe comme dans le [oie, la concentration de fructose-2,6-
biphosphate est modulée par les activites respectives de la PFK2 et de la [ructose
bisphosphatase 2. Cependant, dans cet organe, et par opposition avec ce que nous
avons dit sur le foie, la forme phosphorylée de ce complexe enzvmatique stimule
lactivite PFK2, expliquant ainsi qu'en présence de catécholamines (exercice mus-
culaire) la glycolyse soit activée.

La PFK1 musculaire est également directement activée par la lixation de Ca** dont
la concentrarion cytosolique est augmentée en cas d'exercice musculaire.

Dans le tissu adipeux, la régulation de la glycolyse au niveau de la PFK] est compara-
hle a celle du foie avec un role activateur essentiel joué par le Fru 2-6 BiP (voir
« Reégulation de la glucondéogenese dans le foie »). En présence d'insuline, la pénétration
de glucose est largement induite, et I'état non phosphorylé du complexe PFK2-
FBPase 2, comme dans le foie, favorise I'activité kinase, ce qui augmente la quantité de
Fru 2-BiP et stimule Vactivite de la PFK1 et la glycolyse. Par ailleurs, également comme
dans le foie, le citrate se comporte comme un inhibiteur allostérique de la PFK]L.

En outre, les hormones contrdlent la synthése des enzymes de la glycolvse (hexo-
kinase, PFK1, pyruvate kinase notamment]). Par exemple, les glucocorticoides
inhibent leur synthese et donc, aprés quelques heures, limitent la glycolvse.
Linsuline s'oppose & cet effet et par conséquent favorise la consommation de glu-
cose. Cela explique les effets a long terme de ces hormones.

¢) Glycogénogenése hépatique
Un rapport insulinémie-glucagonémie élevé active la glvcogéne synthétase et
inhibe la glycogéene phosphorylase, conséquence d'une déphosphorylation des
enzymes. Compte tenu des caractéristiques de GLUT2 et la glucokinase précédem-
ment énoncées, la glycogénogenese nest significative qu'en situation d’hypergly-
cémie. En prélevant du glucose de la circulation sanguine, les hépatocytes contri-
huent alors a limiter I'hyperglycémie postprandiale.

d) Glycogénogenése musculaire
Pendant la période postprandiale et en labsence d'exercice physique, elle contri-
bue également a rétablir la glycémie 4 son taux basal. Les nutriments absorbés par
lintestin et déverseés dans la veine cave doivent obligatoirement passer par le foie
avant d'accéder aux tissus périphériques. C'est pourquoi la mise en réserve de glu-
cose sous forme de glycogéne se [ait en priorité par les hépatocytes, les tissus mus-
culaires m'assurant qu'un complément. L'hyvperinsulinisme relatif en période post-
prandiale provoque la translocation de GLUT4 vers la membrane plasmique des
cellules musculaires, Linflux important de glucose contribue efficacement a la
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Figureg 2. Les étapes clés du métabelisme du glucose dans I'hépatocyte -
1. glucokinase ; 2. phosphofructokinase 1 ; 3. pyruvate kinase ;
4. pyruvate carboxylase ; 5. fruciose-1 B-bisphosphatase ; 6, glycogéne synthase ;
7. glycogéne phosphorylase ; B. gluccse-b-phosphatase

normalisation de la glycémie. Compte tenu de la masse importante du tissu mus-
culaire, l'intervention de cette glycogénogenése, bien que complémentaire, est trés
signilicative.

¢) Glycogénolyse musculaire
Elle ne contribue pas directement au maintien de la glycémie car les tissus pén-
phériques ne possedent pas de glucose-6-phosphatase. En fournissant trées rapide-
ment le glucose-0-phosphate nécessaire a la glycolyse, elle limite pendant un bref
délai les prélevements de glucose dans la circulation sanguine,
La glycogéne phosphorylase est phosphorvlée par la phosphorylase kinase activée
sous l'effer de l'augmentation de la concentration en calcium nécessaire pour le
déclenchement de la contraction musculaire. Les catécholamines, par l'intermeé-
diaire des récepteurs [ adrénergiques, entrainent une augmentation de la concen-
tration en AMPc. La protéine kinase A activée phosphoryle les sous-unités ¢f et fi
de la phosphorylase kinase, qui devient plus sensible au caleium.
La wotalité du glycogéne musculaire représente une réserve de 100 a 150 g selon
Uétat nutritionnel et Fentrainement. Lors d'un elfort violent, les besoins en glucose
peuvent atteindre 5 g/minute. Toutefois, 'utilisation de cette réserve se trouve
limitée par le fait que, par mangque de glumsﬁ-ﬁ—phnﬁp]lalaﬁr, le glvcogene n'est
utilisable que localement, cellule par cellule. Avant I'épuisement du glycogéne
musculaire, c'est 'influx de glucose sanguin qui doit prendre rapidement le relais
et la glycogénolyse hépatique doit maintenir la glycémie car la totalité du glucose
extracellulaire ne représente quienviron 15 g. Quand Pelfort se prolonge, le méta-
bolisme des acides gras doit fournir I'énergie nécessaire.
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ﬁ\f. Régulations hormonales de la glycémie

La régulation de la glycémie se réalise constamment par l'action opposée des hor-
mones hypo- et hyperglvcémiantes, Les variations du rapport des concentrations
sanguines de ces hormones antagonistes adaptent ces régulations aux besoins de
l'organisme.

A. Hormones hypoglycémiantes

1. Insuline

L'insuline est la seule hormone hypoglycémiante majeure. Du [ait de ses variations
de concentration sanguine, elle joue un rdle prédominant en s'opposant aux effets
de toutes les hormones hyperglycémiantes. Toutes les cellules expriment dans leur
membrane le récepteur de l'insuline qui appartient a la famille des récepteurs a
tvrosine kinase. La fixation de l'insuline sur la sous-unité oo extracellulaire leve
I'inhibition de Mactivité tyrosine kinase localisée dans la partie intracellulaire de la
sous-unité f. Lautophosphorylation du récepteur stabilise la forme active de la
tvrosine kinase et lance la transduction du signal insuline dans la cellule.
Le plus souvent, les enzymes régulées par linsuline dans les métabolismes concer-
nés se trouvent déphosphorylées lors de lactivation de leur récepteur par des
mécanismes de transduction assez complexes. Certaines de ces régulations se
manifestent en guelques secondes (augmentation de linflux de glucose dans les
cellules insulinodépendantes), d'autres en quelques minutes (activation de la gly-
cogéne synthétase et de lacétyl-CoA carboxvylase, inactivation de la glycogeéne
phosphorvlase, de la lipase hormonosensible des adipocytes). Enfin, d'autres régu-
lations comme celle de la synthése des protéines, notamment de ceriaines enzy-
mes, se manifestent au hout de quelques heures. La plupart des activités de l'insu-
line contribuent directement ou indirectement a provoquer une hypoglycémie
* stimule la capture du glucose circulant dans les tissus insulinodépendants ;
+ inhibe l'expression (la synthése) des enzymes spécifiques de la gluconéogeneése
hépatocytaire ;
» induit 'expression des enzymes de la glycolyse ;
« stimule la glveogénogenese hépatocylaire et periphérique.
De plus, I'insuline est le principal verrou de la lipolyse (hydrolyse du wriacylglyce-
rol en glveérol et acides gras) dans les adipocytes, avec pour conséquence l'arrét
de la sécrétion d'acides gras (substrats énergétiques) et de glycérol (substrat glu-
colormateur). Par ailleurs, l'activation de l'acétvl CoA carboxylase des adipocytes
stimule la synthese des acides gras qui sont orientés vers la mise en réserve sous
forme de triacylglveérol. Dans Phépatocyte, sous influence de l'insuline, la forte
concentration en malonyl-CoA produit par I'acétyl-CoA carboxylase, inhibe la car-
nitine palmitoyl transférase 1 (CPT1). Les acylCoA ne peuvent plus pénétrer dans
la mitochondrie et le catabolisme des acides gras est alors interrompu. Cela expli-
que l'effet anticétogene de l'insuline.
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2. Insuline like growth factor (igf-i — somatomédine c)

Ce facteur de croissance, sécréré par le foie, se lie a un récepteur de type tvrosine
kinase de structure trés voisine de celle du récepteur de l'insuline. A I'état physio-
logique, la sécrétion de I'TGE-1 par le foie, bien quimportante (concentration san-
guine de 0,1 a 1 mg/L. dés lors plusieurs centaines de fois supérieure a celle de
l'insuline}, a toutelois un impact trés restreint sur la régulation de la glycémie.

B. Hormones hyperglycémiantes

1. Glucagon

Il joue un rale prépondérant dans la régulation de la glycemie. Son action s'exerce
massivement sur I'hépatocyte qui exprime un grand nombre de récepleurs mem-
branaires pour cette hormone. L'action du glucagon sur les tissus périphériques est
beaucoup plus limitée et plus sélective.

Le réceptenr du glucagon est de la famille des récepteurs, couplée aux protéines G
héterotrimériques. La liaison de lhormone & son récepteur provogue Pactivation
d'une adénylate cyclase, lavgmentation de la concentration en AMPc et lactiva-
tion de la protéine kinase A. La phosphorylation de trés nombreuses enzymes par
celte protéine kinase réalise une régulation coordonnée des différents métabolis-
mes pour aboutir 4 une augmentation de la glycémie.

Ainsi, lactivation de la glycogéne phosphorylase et linhibition de la glycogéne
synthétase hépatocviaire stimule la glycogénolyse et la sécrétion rapide de glucose
grice a la glucose-6-phosphatase.

Par ailleurs, dans le foie, inhibition allostérigue de la pyrovate kinase isoforme L
et la levée de l'inhibition de [a [ructose-1.6-bisphosphatase par la diminution de la
concentration en lrctose-2,6-biphosphate induite par le glucagon stimule la glu-
CONEogenese.

Enfin, l'inhibition de Tacétyl-CoA carboxylase entraine la diminution de la con-
centration en malonyl-CoA et la levée de 'inhibition de la CPT1. Les acylCoA sont
ainsi orientés vers la mitochondrie et le catabolisme des acides gras, avec produc-
tion de coenzymes réduits et d'ATP nécessaires pour la gluconéogenese. L'acétyl-
CoA produit en grande quantité ne peut dans ces conditions physiologiques étre
catabolisé dans le cycle de Krebs, d'ol une cétogenése accrue. Ces corps cétoni-
ques sécrétés par 'hépatocyie sont une source d'énergie consommeée en priorité
par certains tissus périphériques qui ne peuvent wutiliser les acides gras et limitent
ainsi les besoins en glucose,

L'activation de la lipase hormonosensible des adipocytes stimule la sécretion daci-
des gras non esierifiés. Les acides gras disponibles en grande quantité sont catabo-
lisés en priorité par les tissus musculaires limitant ainsi la glveolyse et les besoins
en glucose. L'exces d'acides gras est capturé par les hépatocytes qui les cataboli-
Zent,
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2. Glucocorticoides

Ils induisent la synthese des enzymes speécifiques de la gluconéogenese, ce gui
explique leurs eflets secondaires « diabétogénes ». L'insuline s'oppose a cette
induction. Par ailleurs, les glucocorticoides contribuent trés activement  la mobi-
lisation rapide des subsirats glucolormateurs provenant du catabolisme de consii-
tuants, surtout protéiques, des tissus périphériques {amaigrissement pendant un
jetune prolongé, diabéte insulinodépendant insuffisamment traiteé. ..},

3. Catécholamines

Elles agissent surtout sur les tissus périphériques. Tous les tissus qui expriment
des récepteurs § adrénergiques (récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimé-
riques) répondent aux catécholamines par une augmentation de la concentration
intracellulaire en AMPc et T'activation de la protéine kinase A. Cela se waduit sur-
tout par une glycogénolyse lournissant localement du glucose-6-phosphate pour
la glveolyse. Pendant la contraction musculaire, cette stimulation renforce les
mécanismes calcium-dépendants et contribue a la fourniture rapide de I'énergie
NEecCeEssaIre.,

[Yautres hormones, comme la vasopressine ou l'angiotensine ll, entrainent une
¢lévation de la concentration intracellulaire en calcium et pourraient ainsi interve-
nir dans la régulation de la glycemie. 1'hormone de croissance (GH), pour sa par,
exerce des eflels hyperglycémiants : elle active la gluconéogenése hépatique et
réduit la glycolyse musculaire,
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W. Régulations des sécretions hormonales
participant a la régulation de la glycémie

A. Régulation hyperglycémiante

Le principal mécanisme identilié implique des neurones du systéme nerveux cen-
tral, plus précisement de lhypothalamus. Ces cellules se comportent comme des
senseurs de la glycémie. Elles expriment le transporteur GLUT# et sont donc insu-
linodépendantes pour l'influx de glucose. Elles réagissent par conséquent soitaun
hypoinsulinisme, soit & une hypoglycémie. Pour les centres régulateurs insulino-
sensibles, ce défaut de glucose intracellulaire est ressenti comme la conséquence
d'une hypoglycémie et déclenche au niveau de I'hypothalamus une sécrétion de
divers releasing factors a l'origine d'une réaction hyperglycémante, soit directe-
ment, soit indirectement, par lintermédiaire de antéhypophyse.

La plupart des sécrétions endocriniennes se trouvent augmentées @ glucagon, cate-
cholamines, cortisol, ACTH, hormone de croissance, etc., modifiant I'état de sti-
mulation des métabolismes des différents tissus.

Toutefois, dans le cas du glucagon, un contrdle local de la séerétion par les cellules
o du pancréas directement réalisé par le glucose ou indirectement par le biais de
l'insuline est également envisagé par certains auteurs.

B. Réaction hypoglycémiante

A T'état physiologique, c'est I'hyperglycémie qui déclenche la sécrétion dinsuline
par les cellules B des ilots de Langerhans. L'insuline sécrétée contribue par son
action & la normalisation de la glycémie.

Les cellules [ des ilots de Langerhans expriment la glucokinase et GLUT2 comme
dans les hépatocytes, Du fait de l'affinité élevée de cette enzyme pour le glucose et
du k, élevé de ce transporteur, la glycolyse des cellules [3 est faible en normogly-
cémie et augmente trés significativement en période d’hyperglyveemie. Des lors, le
métabolisme du glucose dans les cellules [} régule la sécrétion de linsuline. Par
ailleurs, des mécanismes calcium-dépendants pourraient également intervenir,

La sécrétion d'insuline par les cellules [ se réalise par exocytose de granulations
lors d'une stimulation hyperglycémiante.
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es acides amings sont des molécules caractérisées par 1a présence d'un groupement

L amingé en position o d'un groupement carbaxyligue, chague acide aming se distin-

guant des autres par la structure de son radical (aliphatique, cycligue, etc.). I existe deux

groupes dacides aminés, détaerminés par (a capacité de 'organisme humain a les synthé-
tiser ou non. Neuf acides aminégs (leucine, isoleucine, valine, thréonine, phénylalanine,
tryptophane, fysine, méthionine et histidine) ne peuvent étre synthétisés par I'homme.

s sont appelés « acides aminés essentiels » ou « indispensables ». L'histidine a long-

temps été considérée comme un acide aminé non essentiel, En réalité, son pool associé

a 'hémoglobine (labile en fonction de la durée de vie des hématies) masque son essen-

tialité. Cette notion d'acide aming « essentiel » doit cependant étre modulée, puisqu'il

faut distinguer deux sous-groupes : les acides aminés indispensables dont fa syntheése,
méme partielle, est impassible (lysine et thréonine), et ceux pour lesquels seul le sque-
fette carboné ne peut 8tre synthétisé, la réversibilité des processus de transamination
permettant leur synthése si les acides a-cétonigues correspondants sont fournis. En
affet, comme nous l'envisagerons, il existe in vive une retransamination des acides
u-cétoniques 4 chaine ramifiée (w-céloisocaproate, a-cétométhylvalérate, a-cétoisovalé-
rate) en acides aminés a chaine ramifiée mais elle est quantativerment faible (9 % de la
leucing métabolisée av niveau du muscle chez 'homme a jeun). Celfe possibilité de
retransarmination in vivo a été exploitée en thérapeutiqgue : 'administration d'a-cétoiso-
caproate permet, chez {"insuffisant rénal, d'apporter de la leucine tout en préfevant dans

"organisme ["azote mal épuré,

De méme, le caractére non essentiel des autres acides aminés demande & 8fre précisé.

En effet, I'essentialité de ces molécules a été définie a partir des besoins évalués chez

Vaduite sain alimenté par voie orale. Or, il existe un cerfain nombre de situations au

cours desguelles un apport exogene devient nécessaire, 1a synthése endogéne éfant

insuffisante par rapport aux besoins. C'est le cas de larginine chez le jeune enfant en
croissance ou chez le patient agressé, de [a glutamine chez le malade agressé ou
gncore de la serine, de la lyrosineg et de Marginine au cours de l'insuffisance rénale
chronigue. Ces acides aminés sont ainsi parfois appelés « semi-essentiels » ou

« conditionnellement essentiels =,

En dehors des synthéses protéiqueas, les acides aminés sont impligués dans différentes

réactions participant 2 dimportants processus physiologigues : homéostasie arotée,

gquilibre acidobasigue, métabolisme énergéligue, synthése dhormones et de média-
feurs,

En tenant compte de la structure de ces molécules, on peut distinguer trois fypes de

réactions :

» celles qui mettent en jeu le groupement aming, I 5'agit des réactions de transami-
nation, de désamination et d'amination qui toutes coniribuent & "homéosiasie
arotée : degragation effou synthese d'acides amings, élimination de l'azote par
Furéogenése et I'ammoniogenése ;

* calles qui meltent en jeu le grouperment carboxylique : les réactions de décarboxyla-
tion conduisant a 1a formation d'amines ;

= enfin, celles qui intéressent la chalne carbonée de la molécule et qui, en dehors de
voies métaboliques propres & chaque acide aminé, participent au métabolisme éner-
gétigue (oxydation, néoglucogenase, célagenése).
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H. Réactions intéressant la fonction amine

A. Réaction de transamination

Il s'agit d'une réaction générale, tout a fait ubiquitaire. C'est a la fois une réaction
de synthése et de dégradation puisque, par définition, il s'agit du transfert réversi-
ble du groupement aminé d'un acide aminé (qui devient un acide tt-cétonique) sur
un acide o-cétonique conduisant a la synthese d'un autre acide aminé.

Ri— CH—COOH + Ry=——C—(C00H —/—= R, C COOH + Ry CH— OO

N O 0 MH;

La constante d'équilibre de la réaction étant voisine de 1, celle-ci est wotalement
réversible, en fonction des concentrations relatives des différentes molécules con-
cernées. Ainsi, la transamination d'un acide aminé donné peut ére une réaction de
synthese dans un organe et de dégradation dans un autre. C'est le cas de T'alanine,
provenant du pyruvate dans le muscle et redennant du pyruvate (pour former du
glucose) dans le foie.

La plupart des acides aminés peuvent, a un stade quelcongue de leur métabolisme,
¢étre des donneurs de NH, dans les processus de transamination. Pour certains, il
s'agit d'une réaction majeure (aspartate). Parfois, c’est la seule voie possible per-
mettant d'initier le catabolisme (alanine, acides aminés a chaine ramifiée). Pour
d'autres, la réaction est tout a fait secondaire Chistidine, tryplophane ),

1. Mécanismes de la réaction

Cette réaction est catalysée par des enzymes, les transaminases ou aminotransfé-
rases, spécifiques dun couple acide aminé-acide o-cétonique. Ces enzymes possi-
dent toutes le méme coenzyme : le phosphate de pyridoxal. Au cours de la réac-
tion, le phosphate de pyridoxal est lié sous la forme d'une imine a un radical lysine
de I'enzyme. La transamination est une réaction bimoléculaire de type ping-pong :

A-N + enzyme <= A-X-enzyme <3 A + N-enzyme
B + X-enzyme <3 B-X-enzyme < B-X + enzyme

La réaction se décompose donc en deux étapes : tout d'abord désamination oxyda-
tive d'un acide aming, puis amination réductrice d'un acide o-cetonique. A cours
du cycle catalytique, I'acide aming se lie au phosphate de pyridoxal pour former
transitoirement un intermédiaire qui est une base de Schiff. Cet intermédiaire
subit une hydrolyse en acide c-cétonique et phosphate de pyridoxamine. La réac-
tion est rendue possible grace a la délocalisation des électrons de la liaison de
I'hydrogéne sur le carbone-tt dans le cycle pyridinium, Dans un deuxieme temps,
un acide c-cétonique se lie au phosphate de pyridoxamine et est hydrolysé en
acide aminé et phosphate de pyridoxal (fig. 1), Une réaction de transamination est
done délinie par le couple acide aminé-acide o-cétonique.
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Figure 1. Mécamisme de la réaction de transamination

a) Substrats spécifiques de I'enzyme
» Aspartate aminotransférase : Asp +» oxaloacetate
* Alanine aminotransférase : Ala > pyruvate
* Leucine aminotransférase : Len « a-cétoisocaproate

b) Substrats non spécifiques de I'enzyme
Le nombre d'acides o-cétoniques acceptenrs est limité. On connait trois sysiémes
de transamination principaux utilisant pour substrats des acides «-cétoniques
communs 4 plusieurs métabolismes : pyruvate, oxaloacétate et a-cétoglutarate.
Le systeme de transamination mettant en jeu le couple a-cétoglutarate-glutamate
est le plus important car c'est celui qui, en définitive, draine tous les groupements
NH, collectés lors de la transamination des acides aminés, permettant ainsi la
redistribution ultérieure de l'azote dans les différents pools de 'organisme. Le glu-
lamale geners peul :
+ Etre utilisé dans d'autres réactions de transamination. Ainsi, au niveau musculaire,
la transamination de la leucine est couplée a celle du pyruvate, le couple tt-céto-
glutarate-glutamate étant le couple non spécilique commun aux deux réactions :
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LAT : lewcine aminotransicrase
ALAT @ alanine aminatransférase

» &ire utilisé dans les processus de détoxification et d'élimination de l'azote (voir
« Réaction de désamination oxvdative », ci-aprés, et le chapitre « Uréogenése el
ammoniogenese » ).

2. Importance physiologique

Au niveau du meétabolisme intermédiaire, les réactions de transamination ont une

place centrale :

* par la libération des squelettes carbonés de divers acides aminés et, nolamment,
des trois acides a-cétoniques précurseurs de la néoglucogenése (pyruvate, oxa-
loacétate et o-cétoglutarate) |

* par le drainage de I'azote, le ghuamate représentant ainsi le carrefour du mera-
bolisme azowé.

L'importance des réactions de transamination dans les processus de redistribution de

l'azote peut étre illustrée par deux exemples d'échanges interorganes d'acides aminés.

a) Le cycle alanine-glucose (ou cycle de Cahill)
Ce cycle fait intervenir ['utilisation musculaire du glucose qui est dégradé, en ana-
érobiose, en pyruvate. Ce dernier peut étre transaminé en alanine, elle-mé&me libé-
rée par le muscle. En retour, Nalanine est utilisée dans la néoglucogenese hépatique
aprés transamination en pyruvate (fig. 2).

. Gle ¥ ———— ;
! i . ! i
i ; I i
i I I
i I I |
i ! I .
L Pyr : L Py \
: i ! | Glu LiL :
i ! ! i
1 : 1 i
| I |
: : CG CIc
1 Ay e ':' == Alp Wm———r— A :
Fuoie Muscle

Ala : alanine ; TG a-cétoglutarate ; CIC : a-cétoisocaproate ; Gl @ glucose ; Glu @ glutamate ; Leu :
Leucine ; Pyr : pyruvate.

Figure 2. Cycle afanine-glucose (ou cycle de Cahill)

b) Cycles acides aminés a chaine ramifiée-acides u-cétonigues
Les acides aminés a chaine ramiliée (AACE : isoleucine, leucine et valine) sont
métabolisés en deux temps @ une transamination par une aminotransférase, com-
mune aux rois AACK, suivie d'une décarboxylation oxydative par une cétoacide
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deshydrogénase. La réaction de transamination est réversible alors que celle de
décarboxylation est irréversible. Ainsi, la vitesse de transamination est condition-
née par lactivité de la seconde enzyme (fig. 3).

Leucime
L

Lewcire aminotransiéraze

- EE}EHPI'H-E.‘IE

Diéshnyedrogénase

1
Isovaléryl-CoA

Figure 3. L'activité déshydrogénase conditionne la réversibilité de la transaminase

Dans le muscle, Mactivité transaminasique est élevée, mais lactivité de la déshydro-

genase est faible. Cela a deuwx conséquences

= une quantité non négligeable d'acides a-cétoniques a chaine ramifiée (ACCR)
échappe a la décarboxylation irréversible, passe dans la circulation et rejoint le
[oie o0 elle est convertie en corps cétoniques et/ou en glucose utilisés comme
substrats énergétiques par les tissus périphériques ;

* la vitesse de transamination est modulée par la vitesse d’élimination du produir
de la réaction, donc par I'activité de la déshydrogénase. Celle-ci est régulée selon
le méme type de processus que la pyruvate déshyvdrogénase : I'enzyme existe
sous une forme phosphorylée (inactive) et une forme non phosphorylée (active).
Elle passe de l'une a l'autre forme sous linfluence d'une phosphatase et d'une
kinase. Ce sont ces deux derniéres enzymes qui sont modulées par divers effec-
teurs permettant I'épargne des AACR (insuline qui inactive la déshydrogénase)
ou leur utilisation (corticoides qui lactivent).

Dans le foie, l'activité transaminasique est faible, mais Factivité déshydrogénase est

telle que la réaction est linalement plus efficace que la seule activité transaminasi-

gue le laisserait prévoir.

¢) Au niveau subcellulaire

Certaines transaminases existent sous des [ormes isozyvmiques dont la localisation

est différente (par exemple, les aspartates aminotransiérases — ASAT - cytosolique

et mitochondriale). Ces isoenzymes ont une grande importance sur le plan méta-

boligue, notamment pour le fonctionnement de certaines navettes (fig. 4)

» transfert d'oxaloacétate : loxaloacéiate ne pouvant traverser la membrane mito-
chondriale est converti en aspartate par 'ASAT mitochondriale. Dans le cyto-
plasme, I'aspartate reforme de l'oxaloacétate sous l'action de I'ASAT cytosolique.
Ce transfert est nécessaire a la mise en ceuvre de la néoglucogenése ;

» navette malate-oxaloacetate : elle met en jeu le couplage des isoenzyvmes de
PASAT et de la malate déshydrogénase permettant, via la navette oxaloacétate, le
transfert d'équivalents réducteurs (NADH,H*).
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ASF : aspartate ; o-CG : c-cétoglutarate ; GLU : glutamate ; MAL : malate ; OAA : oxaloacétate,
Figure 4. Navettes intracellulaires impliguant le glutamate et |'aspartate

B. Synthése et dégradation des amides d'acides aminés

Ces réactions concernent la glutamine et l'asparagine. La glutamine est quantita-
vement lacide amine le plus important dans le plasma (500 a 750 pmol/L) et dans
le muscle (20 mmol/L deau cellulaire, soit 60 % du total des acides aminés libres,
taurine exclue}. Les réactions sont irréversibles, une enzyme permetiant la syn-
these (ex. : glutamine synthétase), une autre le catabolisme (ex. : glutaminase) :

CO0H COOH
CH—MH, NH, CH=—NH;
| Glutaminase |
CH; + H-0 CH;
CH- CHa
CO—MNH- MH, (LIS
Symthdtase
Glutamine Glutamate

La glutamine synthétase est une enzvme cytosoligue. La réaction consomme de

l'énergie (1 mole d'ATP par mole de glutamine formée, avec libération de 1 mole

d’ADP + Pi). Elle nécessite la présence d'un cation divalent (Mg®*, Mn®**, Co®*).

La glutaminase est lide a la face interne de la membrane interne de la mitochondrie.,

Il existe plusieurs isoenzymes (masse moléculaire @ 120000 a 150 000 Da), phos-

phate-dépendantes ou indépendanies.

Les amides d'acides aminés jouent un role de premier plan dans le transport de

l'azote.

Dans un rissu donné, excepté dans le foie, il n'existe, en quantite appréciable, que

l'une ou Mautre enzyme (fig. 5)

 glutamine synthétase dans le muscle et le poumon, qui sont des organes produc-
teurs de glutamine ;

* glutaminase dans l'intestin et le rein, qui sont consommateurs de glutamine.
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Le foie possede les deux enzymes mais dans des sous-populations différentes

d'hépatocytes (fig. 6)

* les hépatocytes périportaux possedent la glutaminase et dégradent la glutamine
dont la fonction amide alimente I'uréogenese ;

* les heépatocytes périveineux possédent la glutamine synthétase qui conduit 4 la
formation de glutamine exportée dans le sang périphérique.

- Clutaming -
GLM
}MH_l
GLL
i Glutamate

Gl

&NH{

GLN

Clutamine

GLM ; glutamine ; GLU : glutamate.
Figure 5. Echanges interorganes de la glutamine et du glutamate

Glutamate Glutamate
HE-E-.ntuq,-n_-a N C'y!-:lef = NH? H?r?attlx:..'tes
péTiportau 4 de I"urée : * puriveineux
i
E-'”‘“"”;"‘F | C.{LrL.lminc-
i
Glutamine _I[ | : L Glutamine
T e -

LIroe
Figure 6. Compartimentalisation hépatigue du métabolisme de la glutaming
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Ainsi, selon la situation méabolique, le foie est soit consommateur (apres un
repas), soit producteur (en phase interprandiale) de glutamine. Il joue done, grice
a ces dewx enzymes, un rdle fondamental dans 'homéostasie de la glutamine,
Dans le rein, la présence de la glutaminase permet la libération de l'ammoniagque
nécessaire 4 l'ammoniogenese rénale et donc & I'élimination urinaire des ions H*
(voir « Uréogenése et ammoniogenése »).

La glutamine est un substrat énergétique de premier choix. Son oxydation com-
plete, au niveau de l'entérocyte par exemple, produit 30 moles d'ATP/mole de glu-
tamine. Il en est de méme dans toutes les cellules & vitesse de renouvellement
rapide (leucocytes, fibroblaste, cellules tumorales).

Enfin, la glutamine intervient comme donneur dazote pour la synthese des bases
purigues et pyrimidiques.

C. Réaction de désamination oxydative

Cette réaction transforme un acide aminé en acide a-cétonique. Contrairement a
la réaction de transamination, il n'y a pas d'accepteur de l'azote ; celui-ci est liberé
sous [orme dammoniaque.

Il s'agit d'une réaction en dewx étapes : la premiére livre un intermédiaire iminé
(déshydrogénation enzymatique), la seconde est une hydrolyse spontanée. 1
existe plusieurs enzymes de ce type. Seule la L-glutamate déshydrogénase a, chez
I'homme, une importance fondameniale.

1. L-glutamate déshydrogénase (EC 1.4.1.3)

Cette enzyme utilise le NAD® comme coenzyme. Sa masse moléculaire est voisine
de 350 000 Da. Elle possede six sous-unités identiques et est soumise a une régu-
lation allostérigue positive (ADP, GDP} et négative (ATP, GTP, NADH+H*). Son
rile est double :

* elle permet l'oxydation du glutamate (issue par exemple de la glutamine par I'action
de la glutaminase) dans le cycle de Krebs. Cette réaction de désamination oxyda-
tive est donc fondamentale dans les cellules utilisant la glutamine comme substrat
énergérique préférentiel : entérocyte, leucocytes, libroblaste, cellules cancéreuses |

» elle permet la libévation de molécules d'ammoniaque — pour leur excrétion telles
guelles — au niveau du rein (rdle dans P'équilibre acidobasique).

COOH COOH COOH
Ll’r ':|:H Ml CH
Ha 2 / 2
| e | - |
CH; BMALDY NADH+H®  CH. +H:0 CH:
| l |
CH—M~H, ==MNH {|= i
COOH O COOoH
Acide L-glutamigue Acide c-imino Acide oe-coto gletarique

glutarique
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Remargque © dans certaines cellules, comme les hépatocytes périveineux (fig.6), la
réaction fonctionne en sens inverse, fournissant du glutamate pour la néosynthese
de glutamine.

2. Autres enzymes

* La D-aminocacide oxydase est trés répandue, notamment dans le [oie et le rein. Le
coenzyme de la réaction est la flavine adénine dinucléotide (FAD), Les D-ami-
noacides ne sont pas physiologigques mais peuvent néanmoins étre produits par
la flore intestinale. L'enzyme permettrait done leur dégradation.

* La L-aminoacide oxydase, avec la flavine mononucléotide (FMN) comme coen-
zyme, dont I'importance métabolique est minime et concerne surtout la lysine.
La régénération des coenzymes des D- et L-oxydases implique la formation
d'H, 0, éliming par l'intervention d'une catalase :

NH NH
RH—CH Oxydase R O

L ——= = COOH

Flavime  Flavine Hs

Calalase >="<

HaO+1/20, HaOn O

* La glycine déshydrogenase (ou glyveine oxydase). Cet enzyme, a NAD*, catalyse la
désamination oxydative de la glvcine en glyoxylate et ammoniaque. Sa contribu-
tion au flux corporel total de la glvcine est minime (0,2 4 0,4 %),

Remargue : il s'agit d'une désamination non oxydative. Cette réaction concerne les

acides aminés possédant une fonction alcool (déshydratase), une fonction soulfrée

(désullhydrase) et Thistidine. Elle livre une molécule d'ammoniague.

La synthése du monoxyde d'azote (NO) 4 partir de Parginine ne s'inscrit pas dans
ce schéma commun des réactions de désamination oxydative. Les NO synthases
catalysent une double réaction de mono-oxygénation -
L-arginine ————= N-hydroxy-L-argining ———= Citrulline + NO
NADPH, + O, NADPH, + O,

Cette reaction concerne I'un des groupements aminés guanidiniques de Parginine
et non le groupement o-aming.

D. Destinée finale du groupement aminé

Il sagit de T'uréogenese et de l'ammoniogenese (voir « Uréogenese et ammaonioge-
nese » ), Retenons simplement ici que l'azote est eliming essentellement sous
forme d'urée, molécule non toxique pour Forganisme.

Lazote provient essentiellement de la glutamine désaminée en glutamate. L'ion
libéré participe a la synthése de carbamoyl-phosphate 1andis que le glotamate est
le précurseur du N-acétvlglutamate, activateur allostérique de la carbamoyl-phos-
phate synthéwase.
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Autrement dit, une augmentation du turn-over protéique angmente la synthése et
la libération de ghuamine par les tissus périphériques et sa captation par les terri-
toires splanchniques @ 'afflux de glutamine dans le foie active la glutaminase, la
formation d'ammoniaque, de glutamate et de N-acérylglutamate (fig. 7).
Larginine joue également un rdle important dans lactivation de I'uréogenese.

Musele

Glutamine

Clutaming

Fryie intostin
Clutamine

Clutamine
NH]

1
Clutamate

Glutamate

¥
N-acetylglutamale - - =7
Carbamyl-Phosphare

Figure 7. Contributicn interorgane de la glutaming & ['uréogenése

W. Réactions de décarboxylation

Il s'agit d'une réaction irréversible de dégradation des acides aminés se traduisam
par la perte de la fonction carboxylique.

COOM
R—CH — = R—CHy—NH, + CO,
M,

Ces réactions sont spécifiques des L-acides aminés. Les décarboxvlases ont pour
coenzyme le phosphate de pyridoxal.

Dans les tissus animaux, la décarhoxvlation est un processus secondaire sur le plan
quantitatif, Il n'en est pas de méme sur le plan qualitatl, ainsi qu'en émoigne
l'importance biologique des amines formées. Le tableau ci-dessous indique les aci-
des aminés concernés par cette réaction, le produit de la réaction, la localisation
tissulaire de l'enzyme et le role biologique principal de lamine formée.
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Les décarboxylases sont des enzymes dont Pactivité est finement régulée. A titre
d'exemple, Fornithine décarboxylase (ODC ; MM = 51 000 Da, pl = 5.1} voit sa
synthése diminuer trés rapidement et son catabolisme augmenter lorsque la con-
centration cellulaire en putrescine augmente. L'inverse est observeé lorsque les cel-
lules sont stimulées par des hormones anaboliques (androgénes). 1l existe de plus
une régulation assurée par une protéine inhibitrice de MM 22 000 Da, appelée
« antizyme », qui faciliterait la dégradation de l'enzyme.

Produit de décarboxylation Localisation tissulaire Rile biolagigee de 'amine

wnthése prodéique, multiplication
cellulaire, activation des ymphocytes

(rrithine Putrescine Intestin, foie, rein

- Redn, faie, intestin . : )
Histidine Histamine Intestin, faie, in Action sur la pression arbériglls

Tyrasing Tyramine Rein Contraction de I'ulérns

Ghitamate -aminabutyrate Cenveay Fonclionnement des ceflules nerveusas
dikiphénylalaning | di0Hphényl dthylamine Foie, pancréas, intestin, rein | Précurseur de I'adrénaline

Cystéing Taurine Foie, rate, ceneau Conjugaison des acides biliaires

=)

’_III_ Métabolisme du squelette carboné

A chaque acide amin¢ correspond une voie catabolique particuliére, mais ces voies

convergent toutes vers un nombre limité de produits : soit l'acétoacétate, soit un

substrat du cycle tricarboxylique (acétyl-CoA, o-cétoglutarate, succinyl-CoA,
fumarate, oxaloacétate). On peut done distinguer -

* des acides aminés cétogeénes (isoleucine, leucine, lysine, trvptophane, tyrosine et
phénylalanine) dont le catabolisme produit de l'acétpacétate ;

* des acides aminés glucoformateurs qui peuvent étre soit totalement oxvdés en
CO, dans le cycle de Krebs, soit &tre utilisés dans la néoglucogenése via l'oxaloa-
cétate (fig. 8).

Cette notion d'acides aminés cétogénes ou glucolormateurs n'est pas absolue puis-

gue trois acides amings (isoleucine, tyrosine et phénylalanine) sont a la [ois céto-

génes et glucolormateurs :

* la tyrosine et la phénylalanine sont dégradées en fumarate et en acétoacétate ;

* l'isoleucine est dégradée en acétyl-CoA et en acétoacétate.

Enlin, cette distinction doit étre relativisée dans la mesure on il ne s'agit que d'une

possibilité d'évolution finale de la molécule et non d'une destinée ohligatoire.

Ainsi, la contribution des acides aminés a la néoglucogenise est trés variable, Elle

est importante pour Ialanine, la glutamine, la glycine et la proline, beaucoup plus

[aible pour les autres acides aminés glucoformateurs,
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Figure 8. Entrée des acides amingés dans le cycle de Krebs et |a néoglucogenése

Asn

W‘J. Régulation des processus généraux de synthese
et de dégradation des acides amineés

La régulation de la synthese et de la dégradation des acides aminegs est sous la
dépendance de dewx facteurs intriques.

A. Contrdle par la disponibilité en substrats

Les réactions précédentes pourront évoluer dilléremment selon que lindividu est
A jeun ou non. Aprés un repas protéique, les acides aminés qui auront échappé au
métabolisme dans laire splanchnique viendront enrichir le sang periphérique :
dans les conditions normales, le [oie capte environ 30 % des acides aminés absor-
bés, un tiers étant destiné a la synthese protéigue andis que le reste est dégradé
avec production d'urée, Du fait de 'activité réduite de FAACR ransaminase au
niveau splanchnique, les AACR ont un métabolisme hépatique limité, dot une
relative abondance dans le sang périphérique. Au contraire, les concentrations de
glutamate, glutamine et aspartate varient peu en dépit de leur présence importante
dans les protéines du fait d'un catabolisme viscéral important (voir supra). L'afllux
des AACR (en particulier la leucine) au niveau périphérique favorise les syntheses
protéiques tandis que laugmentation du flux portal dammoniaque stimule la glu-
taminase hépatocytaire et augmente le Mux d'urée.

En sitwation de jetne, la dépendance de la fourniture de glucose vis-a-vis de la néo-
glucogenese s'accroit progressivement. Elle necessite le translert d'acides amines

A
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néoglucogéniques, notamment d'alanine, vers le foie : il existe ainsi une activation
du cycle alanine-glucose, mentionné précédemment, au détriment des AACR mus-
culaires, ce qui s'accompagne d'une libération accrue d'acides o-cétonigues utili-
sables dans la cétogenise hépatique.

B. Contrdle hormonal

Il s'exerce soit directement en agissant sur les différentes voies métaboliques, soit
indirectement par le contrdle de la disponibilité en substrats.

1. Hormones anaboliques

L'insuline et 'hormone de croissance favorisent atilisation des acides aminés
dans les syntheses protéiques musculaires. 11 faut souligner que la secrétion de ces
hormones est stimulée par certains acides aminés, en particulier la leucine et l'argi-
nine.

Linsuline augmente le transfert cellulaire des acides aminés. Elle favorise I'épar-
gne des acides aminés en exercant un effet inhibiteur direct sur la néoglucogenése.
Elle inhibe également les cétoacides déshydrogénases musculaires, d'oit une éco-
nomie des AACR pour la synthése protéique,

2. Hormones cataboligues

En situation de stress, les hormones cataboliques, et plus particulierement le cor-
tisol {sans doute conjointement avec les cvtokines comme le TNFot et 'L1[J), sti-
mulent la libération périphérique des acides aminés par activation de la protéolyse.
Lactivation de FACCR déshydrogénase [avorise la synthése musculaire d'alanine
(cycle de Cahill). En parallele, le glucagon et, dans une moindre mesure, le cortisol
stimulent la captation hépatique des acides aminés et leur utilisation dans la néo-
glucogenese avec élimination du groupement aminé dans 'uréogenese.

Conclusion

Les processus généraux de catabolisme des acides aminés sont en nombre limité.
Outre la réaction de transamination qui permet de redistribuer lazote corporel, les
réactions d'amination et de désamination contrélent la réutilisation et I'élimina-
tion de l'azote excédentaire. Les réactions de décarboxylation des acides aminés
sont irréversibles et conduisent i la formation d'amines aux propriétés particulie-
res. Les réactions de décarboxylation des acides ct-cétoniques sont les élapes limi-
tantes du métabolisme de certains acides aminés, notamment ceux a chaine rami-
fice, et controlent la vitesse de transamination.

Pour en savoir plus
» Cynober L., Coudray-Lucas C,, Ziegler F., De Bandt |.-P_ et al. Métabolisme azoté chez le
sujet sain. Nutr Clin Métabol, 1989 : 3 ; 87-101.
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es proféines constifuent chez "adulte sain un pool en équilibre dynamigue, ¢'est-

a-dire que, sur une période de 24 heures, les syntheses équilibrent le catabolisme.
L'oxydation compléte des acides aminés issus des protéines conduwit 4 la production
quasi isomolaire des jons NH] et HCO;. Les remaniements protéiques, I'utifisation
énergetigue des acides amings, leur afflux aprés un repas posent le probléme de I'éli-
mination des ions NH; et HCO; excédentaires dont I'éguivalent de 1 mole est formé
chaque jour dans l'organisme. L'élimination de I'ammoniac ne peuf s'effectuer direc-
tement car, & une concenfration circulante supérieure 4 50 umol/L, cette molécule est
toxique pour le systéme nerveux cenfral. Chez I'hemme, la voie de détoxification de
l'azote est 'uréogenese, ou synthése d'uree. Il 5'agit d’'une molécule atoxique synthé-
tisée par le foie et éliminée dans les urines.
Toutefois, I'ammoniac ne doit pas &tre converti en totalité en urée car il joue un rile
fondamental dans 'équilibre acidobasique au niveau du rein.
Far ailleurs, le couple HCO/CO, représente le systéme tampon le plus important pour
fe maintien de "éguilibre acigdobasigue, Or, la synthése d'urée correspond a la consom-
mation isomolaire des ions NH; et HCO;

2NH} + 2HCO; — urée + CO, + 3H,0

Il est donc nécessaire que la régulation de 'uréogeneése permette ['économie de HCO;
en cas d'acidose, Afin de se protéger de 'ammoniac ef en méme temps de pouvoir limi-
ter une uréogenése excessive, 'organisme dispose d'un acide aminé, la giutamine, qgut
joue le rile de transporteur interorganes d'ammoniac. Le métabolisme rénal de la glu-
tamine tient une part prépondérante dans I'ammoniogenése dont Ia vitesse est réglée
par le fonctionnement d'une enzyme, la glutaminase,

ﬁ Uréogenese

Le cycle de l'uréogenese est exclusivement localisé dans le foie, seul organe possé-
dant toutes les enzymes de ce métabolisme en quantité notable. Cette voie méta-
bolique peut étre divisée en deux parties :

* l'acheminement de l'azote excédentaire jusqu'au foie : il est assuré principale-
ment par la glutamine et 'alanine. Certains aspects de ces voies métaboliques, et
en particulier la coopération intestin-foie en période posiprandiale, sont déve-
loppés ci-dessous, Pour plus de détails, nous renvovons le lecteur au chapitre
« Réactions générales du catabolisme des acides aminés » |

* la synthése de I'urée proprement dite, ou cycle de Purée, découverte en 1932 par
Hans Krebs et Kurt Henseleit.

Il faut noter que toute cellule {e.g. macrophage, cellule endothéliale, etc.) possé-

dant une activité arginase peut produire de 'urée, mais ce phénomene est quanti-

tativernent peu important.

A. Etapes du cycle de I'urée

Le cycle de I'urée est formé de cing réactions, dont quatre forment le cycle propre-
ment dit, aboutissant a la régénération de 'ornithine et a la libération d'une molé-
cule d'urée (fig. 1). Le cycle est en partie mitochondrial, en partie cytoplasmique.
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Figure 1. Schéma général du cycle de |'urée
Le détail des réactions et les éléments de régulation sont présentés dans les figures suivantes,

1. Carbamoyl-phosphate synthétase (CPS-I)

Cette réaction mitochondriale permen la synthise du carbamoylphosphate a partir
de l'ammoniac et du bicarbonate

2 ATP + NH, + HCO; + carbamoylphosphate® + 2 ADP + Pi + H*

Elle utilise NH, plutét que NH; comme subsirat. HCO3 est formé a partir du CO,
genére dans le cycle tricarboxylique de Krebs. La formation de HCO; implique une
anhydrase carbonique et, pour une faible part, des réactions d'hydratation non
catalytiques.

La CP5-1 est formée de deux sous-unités de MM 160 000 Da. Elle est localisée au
niveau de la membrane interne de la mitochondrie a laguelle elle est associce de
maniére lche. Le N-acétylglutamate (voir plus loin la synthese de cette molécule) est
un activateur allostérique obligatoire de la CPS-1. La liaison d'une molécule de N-acé-
tylglutamate 4 une sous-unité de lenzyme nécessite la présence d'ATP et de Mg,
Parmi les produits de la réaction, seul FADP est fortement inhibiteur. Les propriétés
particuliéres de cette enzyme en font un élément clé de la régulation du cycle de 'urée.

2. Ornithine carbamoyltransférase (OCT)

L'OCT catalyse la formation mitochondriale de citrulline

il MH;
N
TH} + HaM -0 =0 - P fi-'H
L Y ITIL'I 121y i [
TH CH
I1;rr"--l‘lllllllr KL’HE ¥H s RLI M

Omithine Carbamoylphosphate Citrulline
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L'OCT est composée de trois sous-unités identiques de MM 36 500 Da chez

I'homme. Bien que cette réaction soit réversible, 'équilibre de la réaction favorise

largement la formation de citrulline. L'OCT est associée au transporteur ornithine-

citrulline au miveau de la membrane interne de la mitochondrie. Le carbamovyl-

phosphate est done canalisé depuis sa formation jusqu'a son utilisation au sein de

ce qui pourrait étre considéré comme un complexe multienzymatique formé de la

CPS, de 'OCT et du transporteur citrulline-ornithine (fig. 2).

Ce modéle peut étre vu comme un systeme d'épargne de métabolites intermédiai-

res. Son efficacité permet d'expliquer :

¢ la concentration intramitochondriale extrémement faible en carbamoylphos-
phate libre ;

= l'origine exclusivement cytoplasmique de l'ornithine utilisée pour la synthése de
citrulline.

Remarque : 'OCT peut également utiliser la lysine [NH, - (CH, ), = CHCOOHNH, ]

comme substrat, Le produit de la réaction est alors 'homocitrulline. A I'éeat physio-

logique, cetie réaction est quantitativement négligeable (= 0,2 % de celle impliquant

Fornithine).

Cytoplasme Mitochondrie

NH, + HOOS + 2ATP

CIrnithing — ) Carbarmoyl-F

Citrullire

Citrullinme mpe—

Figure 2. La « canalisaticn » du carbamoyiphosphate, de 'ornithine et de la citrulline
a la face nterne de la membrane mitochondriale

3. Arginosuccinate synthétase

Cette enzyme, comune les suivantes, est de localisation cyioplasmique. Elle cata-
lvse la condensation de la citrulline et de l'aspartate.

La réaction, réversible, est déplacée vers la formation darginosuccinate du fait de
la consommation, par une pvrophosphatase, du pyrophosphate produit.
L'enzyme est un homotétramere (MM des sous-unités = 46 000 Da).



155

Uirdpgandse ef ammoniogendse
MH-
0 NH, tlft}DH | H;
%E'f O CH—MN=—ZIL
| ) r |
TH +  CH=——nMH; + ATP———= (H; 'iJH + AMP + PP
[I:l:H'!“ + P ':|:H1 ':|:':'DH [':H:h.
CH COOH CH = O A
Hak COOH H
Citrulline Acide Acide

aspartigue

4, Arginosuccinate lyase

arginosucCinigue

Cette enzyme catalyse le clivage de larginosuccinate en arginine et en fumarate.

HM NH
N
COOH NH; C
| | L
LCH—N=L BH :
| | | CH
{H a H —_— H__H-_.| } + ”
| | | CH
coon  (CHal CH l
H;N QOH COOH
CH . €O
'y
Hais COOH
Acide arginosuccinigque Arginime Acide

fumarigue

L'enzyme est également un homotétramere (MM des sous-unités = 50 000 Da).

5. Arginase

La réaction, fortement exergonique (A GO = - 12,3 keal/mol) libere une molécule
d'urée et régénére 'ornithine,
WH:
argining ——= O=—0C + ormithine
NH-

Lirée

Larginase a une MM de 107 000 a 118 000 Da selon les espéces et serait un trimere
ou un tétraméere.

Des enzvmes du cvele de Nurée, larginase est celle dont la Vimax est la plus élevée :
6.5 fois celle de P'OCT, plus de 350 fois celle des autres enzymes. L'arginase n'est done
jamais 'étape limitante do Nux vréogénique. 1 existe deux isoenzvmes @ de type 1
dans T'hépatocyte, de type Il dans les autres cellules. Comme nous I'avons vu plus
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haut, seul le foie possede 'ensemble des enzvmes nécessaires 4 'uréogenése. Cepen-
dant, d'autres tissus possedent une ou plusieurs enzymes. Par exemple, lintestin
exprime larginase, la CPS et 'OCT et le rein les arginosuccinates synthétase et lyase.
Ainsi, une partie de larginine captée par l'intestin est libérée dans le sang portal sous
forme de citrulline, laquelle est métabolisée dans le rein libérant 'arginine. Ces échan-
ges interorganes permettent d'éviter une uréogenése excessive apres un repas (voir
plus loin) car la citrulline, contrairement a l'arginine, n'est pas capiée par le foie.

B. Bilan de I'uréogenése

Tous les substrats intermédiaires étant régénérés, seule la consommation d'énergie
est 4 prendre en compte : soit quatre liaisons riches en énergie (2 ATP — 2 ADP
pour la synthese de carbamovlphosphate, 1 ATP — 1 AMP pour la synthese d'argi-
nosuccinate). L'uréogenése a donc un coiit énergétigque.

C. Régulation de I'uréogenése

La synthése de 'urée est soumise a trois types de régulation : le [lux de substrats
en amont du cycle de I'urée, une régulation allostérique des enzymes du cycle et
une régulation hormonale qui concerne aussi bien le flux des précurseurs que les
enzymes du cycle,

1. Régulation par les substrats

Dans la plupart des cas, le catabolisme oxydatil des acides aminés dans les tissus
peériphériques aboutit a la perte du (des) groupement(s} azoté(s} retrouvé(s) dans
la circulation, seit libre(s) sous forme de NH,. seit, pour la plus grande part, sous
forme de glutamine et d'alanine qui assurent les échanges interorganes d'azote
(voir « Réactions générales du catabolisme des acides aminés » ).

Le flux d'azote est assuré différemment selon la situation physiologique.

a) Période postprandiale
Apres un repas, plus de 30 % de l'azote absorbé sont immédiatement transformeés
en urée. Le [lux uréogénique est, dans ce cas, lié au fonctionnement couplé de
l'intestin et du foie (fig. 3). La finalité de ce processus est essentiellement d'éviter
quun exces d'acides aminés parvienne dans la circulation générale, ce qui pourrait
avoir des effets délétéres au niveau cérébral (de nombreux acides aminés sont des
neuromédiateurs ou précurseurs de neuromédiateurs),

® Au niveaun intestinal

Les acides aminés libres, issus des protéines alimentaires sous l'action des protea-
ses intestinales et des pepudases entérocytaires, parviennent dans la circulation
portale. Toutelois, la glutamine et le glutamate, qui représentent environ 20 % du
contenu protéique en acides aminés, sont largement oxydés dans l'entérocyte. Cela
conduit en particulier 4 une économie de la glutamine apportée par la circulation
splanchnique (la captation luminale de la glutamine dans l'entérocyte déprime en
effet son utilisation au pole portal de la cellule). 11 en résulte un flux important
dacides aminés (principalement d'alanine) et d'ammoniac vers le foie.
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Figure 3. Coopération entre I'intestin et le foie en période postprandiale

® Au niveau hépatique

La glutamine est hydrolysée en glutamate et en ammoniac par une glutaminase
mitochondriale présente en trés grande quantité dans les hépatocytes périportaux.
Lactivité glutaminasique est alors trés élevée car cette enzyme possede la propriée
d'éire activée par le produit de la réaction, Fammoniac (fig. 3). Or, le flux porial
d'ammoniac est lui-méme tres augmenté (glutaminolyse intestinale + production
d'ammoniac par les bactéries du tube digestif). L'ammoniac, quelle que soit sa
source (portale ou hépatocytaire), est incorporé dans le carbamovlphosphate.
L'alanine est transaminée en pyruvate, largement utilisé pour la synthese de glu-
cose el sa mise en réserve sous lorme de glycogene, son groupement aming per-
mettant la formation de glutamate a partir de l'e-céroglutarate,

Le glutamate, issu des réactions précédentes, peut, sous l'action de 'aspartate ami-
notransférase, céder son groupement —=NH, a l'oxaloacétate pour former de l'aspar-
tate. Ce dernier, aprés transfert de la mitochondrie dans le cyvtoplasme, apporte le
deuxiéme groupement azoté nécessaire a la synthese de l'urée. 1’ augmentation du
flux de glutamate lavorise également la synthese de N-acetylgluamate domt
l'importance est précisée plus loin.

Tous les autres acides aminés pouvant étre transaminés ou subir une désamination
participent également a des degrés divers a l'uréogeneése.
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b) Période interprandiale

Le flux azoté en provenance de l'intestin est trés atténué en période interprandiale.
| 'azote {aux deux tiers sous forme d'alanine et de glutamine) provient du muscle.
L'alanine est le substrat privilégié de I'uréogenése tandis que la glutamine est cap-
tée préférentiellement par l'intestin, Le flux uréogénique est nettement plus faible
qu'en période postprandiale.

¢) En situation pathologique

Lors d'un stress, l'elflux musculaire de 'azote est considérablement augmenté,
notamment en réponse a lhypercorticisme. L'uréogenése s'accroil en conséquence
tandis que le squelette carboné des acides aminés est utilisée dans la néoglucoge-
nese.

Au contraire, lors d'un jeline, le processus d'épargne protéique tarit le flux uréo-
génigque. Ces exemples illustrent bien le rapport étroit qui existe entre la vitesse de
formation de 'urée et la disponibilité en substrars,

2. Régulation allostérique : rile du N-acétylglutamate

Le MN-acétylglutamate est le régulateur allostérique obligatoire de la CP5-1 (voir
plus haut}). La synthese de N-acétylglutamate est catalysée par le N-acétylgluta-
mate synthétase :

acétylCoA + glutamate — N-acétylglutamate — CoASH

Cente enzyme mitochondriale est un trimeére de MM 160 000 Da. Elle est puissam-

ment activée par 'arginine. Deux remarques s'imposent

* la genese d'arginine dans le cycle de l'urée est cytoplasmique. Le rdle activateur
de cet acide aminé sur le N-acérylglutamate synthétase impligue son transport
prealable dans la mitochondrie ;

* le couple N-acétylglutamate-arginine constitue un systéme d'activation extréme-
ment efficace du cycle de 'urée puisqu'il intervient simultanément en début (le
MN-acétvlglutamate sur la CP5-1) et en lin de eycle (larginine sur le N-acétylglu-
tamate synthétase) (fig. 4).

Cytoplasme Mitochondrie
Clutamate

- ATZININE ---------e-= -

Crrnithine R
: | MNeacéylglutamate

} Y i

Arginine Chrmithine ' @

'
§

Carbamoy]-P g MHy + HCDg + 2ATP

Citrubling

{7
7/

Figure 4. Le couple M-acétylglutamate-arginine, régulateur de |'uréogendse
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3. Régulation hormonale

Elle peut étre indirecte en modulant la disponibilité en substrats. Par exemple, le
cortisol, en augmentant la proteolyse et lefflux musculaire des acides aminés, aug-
mente I'uréogenese. Le glucagon, en augmentant le transport hépatocytaire des
acides aminés, stimule ¢également I'uréogenése. Au contraire, l'insuline diminue
l'uréogenése en orientant les acides aminés vers la synthése protéique.

Elle peut étre directe sur la synthese des enzymes du cycle de l'urée. Une telle
action a éi¢ rapportée pour le cortisol et le glucagon.

ﬁl. Ammoniogeneése

On appelle « ammoniogenese » la biosynthese d'ammoniac par les cellules tubu-

laires proximales rénales ou, accessoirement, par les cellules distales,

Quoique divers acides aminés et les nucléotides purigues concourent 4 la synthése

d'ammoniac par le rein, la glutamine est de loin le précurseur le plus important (70

4 80 % de l'ammoniac formé par le rein).

Remargue : le terme « ammoniogenése » est pris ici au sens d'une synthése d'ammo-

niac en vue de son élimination sous cette forme. On parle souvent d'« ammonioge-

nése intestinale ». Celle-ci est assurée par

* 'hydrolyse de I'urée (diffusant dans la lumiére intestinale) par les uréases bacté-
riennes ;

* la désamination des acides aminés par les bactéries présentes dans le colon.

Toutefois, en l'absence d'atteinte hépatique sévére, le foie capte et transforme en

urée la quasi-totalité de l'ammoniac d'origine intestinale (voir plus haur).

De méme, au niveau du muscle, le métabolisme de certains acides aminés et des

hases puriques et pyrimidiques provoque la libération de quantités non négligea-

bles d'ammoniac. Mais la plus grande part de cet ammoniac est utilisée in situ pour

former de la glutamine.

A. Voie de 'ammoniogenése

1. Transport cellulaire de la glutamine

La glutamine pénétre dans les cellules rénales tant par leur pole basal (elle proviemt
alors du sang) que par leur pdle tubulaire Celle provient alors du filtrat glomérulaire).

2. Désamination de la glutamine

Trois enzymes concourent a la désamination de la glutamine.

a) Glutaminase phosphodépendante

Il s'agit d'une enzvme localisée sur la membrane interne des mitochondries, exis-
tant sous une forme monomérique inactive (MM 160 000 Da) et sous une forme
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dimérique active. La dimérisation est sous la dépendance du Pi. L'enzyme est inhi-
bée par son produit de réaction, le glutamate,

o NH; '-'i.ULH i
N
|:|: (CHal
|
1CH-) T‘- _H
| - EDD:K \'HH 4
CH !
SN NH;
) NHyY
Clutairiine Glutamate

b) Glutaminase phospho-indépendante (PIG)

Cette enzyme, localisée au niveau des membranes microsomales et des bordures
en brosse, posséde a la fois une activité glutaminasique et une activité gamma-
glutamyltranspeptidase

glutamine + glutamine — gamma-glutamylglulamine + NH,
gamma-glutamylglutamine — oxoproline + glutamine

oxoproline — glutamate + NH,

soit au total

glutamine — glutamate + NH,

c) Glutaminase 11

Ce systéme, cytoplasmigue et mitochondrial, se décompose en deux enzymes, une
transaminase et une nméga-amidas& :

L et ] 3
N A NP A
A '[l.' R':l fl_'UUH
CH cetoacice Ad O C=0
Hﬂﬂ{"f RNII IIG{:ILEE %{]‘ o |
' : COOH
Glutamine o-cétoglutaramate a-cétoglutarate

La part de ce svsteme dans l'ammoniogenese est tres [aible, inférieure a 5 %.

3. Catabolisme du glutamate

Le glutamate formé par déamidation de la glutamine (par les glutaminases phos-
phodépendante et phospho-indépendante)} peut suivre deux voies métaboliques.

a) Voie de transamination

Cette voie rend compte, a I'état normal, d'environ 50 % de Matilisation du glutamate.
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Elle n'est pas inductible par lacidose et n'augmente que lorsqu'il existe une hyper-
lactacidémie.

b) Voie de désamination
La réaction est catalysée par une enzyvme mitochondriale, la glutamate déshydro-
geénase |

COCH NADT  NATH,H CCCH
|'I.’|'.H;. I %—%0 1'|lT_H_>L~
f,'ll'.H < Hata WNH, I:" —
ooc N3 r.l':n::m H
Clutamate c-cetogl utarate

L'enzyme est inductible par I'acidoese : la diminution du pH augmente Paffinité de
l'enzyme pour le glutamate,

Remargue : au cours de son métabolisme uliérieur, I't-cétoglutarate libére une
molécule dHCOT réabsorbée dans la circulation,

4. Destinée du NH, produit

A peu de chose prés, chaque molécule de glutamine captée par les cellules rénales
produit deux molécules de NH,. Le NH, étant une molecule tres diffusible, il passe
tres facilement dans la lumiére wbulaire. Le pKa du systeme NH, + H* — NH}
étant égal a9, aux pH urinaires (acides), l'ammoniac se combine avec un proton
pour donner l'ion ammonium (NHZ). Le NH est en revanche tres peu diffusible
et est done piégé dans les urines o il se combine a des anions,

B. Régulation de 'ammoniogenese

Elle est assurée essenticllement par les produits des réactions, glutamate et ammo-
niac, qui inhibent respectivement les glutaminases et la ghitamate déshydrogé-
nase, et par le pli.

Au cours d'une acidose, I'abaissement du pH urinaire entraine une séquestration
accrue de NH, sous forme de NH] dans I'urine. Dans ces conditions, la concentra-
tion du N, dans les cellules diminue, déplacant I'équilibre de la réaction caalysée
par la glutamate déshvdrogénase dans le sens de la consommation du glutamate. 11
sen suit une activation des glutaminases. Cette levée dlinhibition, due a l'aceéléra-

161
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tion du flux des substrats, est renforcée par une action directe au niveau des enzy-
mes : la diminution du pH entraine une augmentation de l'affinité des glutaminases
et de la glutamate déshydrogénase respectivement pour la glutamine et le glutamate.

C. Importance metaholique de 'ammoniogenése rénale

Alors que I'ammoniogenése rénale ne représente normalement qu'une faible part
de I'elimination de 'azote excédentaire, cette voie métabolique prend toute son
importance en situation d'acidose, soit, selon la conceplion classique, en favorisant
Iélimination urinaire des protons et la réabsorption des bicarbonates, soit, suivant
des théories plus récentes, en réduisant I'utilisation métabolique des bicarbonates
(voir ci-dessous).

ﬁll. Relation entre uréogenese et ammoniogenese :
maintien de I'homéostasie acide-base

Les données présentées dans les paragraphes précédents soulignent le role clé de la
glutamine comme donneur d'azote pour la synthése hépatique de I'urée et pour la
synthése rénale d'ammoniac. A priori complémentaires pour élimination de
l'azote, uréogenese el ammoniogenése apparaissent en réalité comme des proces-
sus alternatils, notamment en sitvation pathologique. En cas d'acidose, lorganisme
doit augmenter sa produoction de glutamine pour satisfaire aux besoins rénaux. Le
maintien d'une uréogenése élevée serait en opposition avec la lutte contre 'acidose.
L'existence de compartiments métaboliques dans le foie rend possible une adapia-
tion en fonction de I'é1at acidobasique. Le foie comprend en effet deux populations
d'hépatocytes :

* les hépatocytes périportaux (93 % du wotal) qui possédent une activité glutami-
nase et les enzymes du cyvcle de I'urée ;

* les hépatocytes périveineux qui représentent seulement 7 % du total mais ont
une activité métabolique cent fois supérieure a celle des hépatocytes péripor-
taux. Ces cellules contiennent une glutamine synihétase.

Catabolisme et synthése hépatique de glutamine sont donc deux processus qui

fonctionnent simultanément mais & une vitesse dillérente selon la situation (fig. 5).

* kEn phase postprandiale, lactivité glutaminasique est trés importante (voir plus
haur). Les hépatocytes périveineux ne récupérent que de faibles quantités de
NH3 et le foie est consommateur de glutamine.

* En phase interprandiale, utilisation et synthése de glutamine s’équilibrent et le
bilan est nul.

* En cas dacidose, la glutaminase hépatique est inhibée. En effet, cette enzyme est
trées sensible an pH @ une diminution du pH de 7.4 4 7.2 inhibe la glutaminase de
80 %. La synthése d'urée en est d'awtant plus réduite que :

— la production de M-acéwvlglutamate, activateur obligatoire de la CP5-1 (voir
plus haut}), diminue consécutivement a la réduction de la disponibilité en glu-
LAmmate |
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Figure &. Métabolizme hépatique de la glutarmine

- l'acidose déplace 'équilibre NH,-NH; vers la formation de NHJ alors que la
CPS-1 utilise préférentiellement NH, et pratiquement pas NHJ.

N'étant plus utilise an niveau périportal, l'ammoniac est disponible pour la syn-
these de glutamine au niveau périveineux. Cette action est renforcée par l'inhibi-
tion pH-dépendante du transport cellulaire de nombreux acides aminés, dont l'ala-
nine et la glutamine. Ainsi, en situation d'acidose, la consommation périportale de
glutamine décroit et la production périveineuse de cet acide aming s'accroit consi-
dérablement. Le foie produit donc de grandes quantités de glutamine dispanibles
pour le rein, oit son métabolisme s'oppose a l'acidose.
Remarque importante : contrairement 4 la glutaminase hépatique, les glutaminases
rénales sont activées par la diminution de pH. Cette donnée illustre bien le fonc-
tionnement synchrone du foie et du rein vis-a-vis du métabolisme de la glutamine.
L'inhibition de la glutaminase et de I'uréogeneése hépatique concourt a la lutie con-
tre l'acidose par un second mécanisme non moins important : en ettet, I'uréoge-
nése peut étre vue comme la neutralisation réciproque de deux NH et deux HCO7

2 NH; + HCO; = urée+ H* + 2 H,0
H* + HCO; — CO, + H,0

2 HH; 4+ 2 HCD‘; — UTée + L'Dl + 3 I‘llf._'!

Linhibition de I'uréogenése en situation d'acidose conduit donc a I'économie de
HCO; qui concourt a lhomeéostasie acide-base.

Pour certains, la modulation de la consommation hépatique de HCO7 est une fone-
tion de 'uréogenese aussi importante que celle de détoxification de Fazote,
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Conclusion

Uréogenése et ammoniogendse sont, chez 'homme, les deux principaux processus
d'élimination de l'azote excédentaire, Toutefois, a I'état normal, limportance
quantitative de ces deux voies est trés différente puisque I'uréogenése concourt a
I'épuration de 90 % de l'azote et 'ammoniogenése seulement de 2,54 4,5 %. A coté
de cette fonction, ces deux voies métaboliques jouent un réle fondamenial dans le
contrdle de P'éguilibre acide-base en grande partie par l'intermédiaire de la régula-
tion du métabolisme d'un acide aminég, la glutamine (fig. 6).

GLN GLN + HCO;
MHT + HCO; Urée
Rein Faie
Acidose Alcalose
mitabolique métaboligue
Equilibre

iD¥apres Welbouwrne TC, ir @ Haussinger [, pH homeaoastasis, mechanisms and control. Academic
Press, 1988 : 379-401.)

Figura 6. R&le de la glutamine {GLN], de I'ammaniogenése
et de 'uréogenese dans I"égquilibre acide-base.
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I_ a cétogenése est la formation par I'organisme de corps cétoniques. Le terme de « corps
céloniques », impropre mais consacré par I'usage, definit un groupe de rois métabo-
fites normaux de 'organisme ; 'acétoacéfate, le 3-hydroxybutyrate et I'acétone.
Considérés pendant longtemps comme des produits de déchets d'un métabolisme
anormal, il est actuellement bien efabli que les corps céfoniques sont des substrats
energeligues a la fois pour le cerveau et les tissus périphériques susceplibles de rem-
placer, dans certaines circonstances, les autres nutriments, glucose et acides gras.
Apres avoir rappelé les mécanismes de la cétogenése, nous traiterons de sa régulation
et donnerons ses avantages mélaboliques.

ﬁ Mécanismes de |la cétogenese

Les corps cétoniques sont synthétisés essentiellement par le foie. La cétogenése
extrahépatique ne joue qu'un réle mineur : le rein produit une petite quantité
d'acétoacétate qui est utilisée localement.

A. Séquences métaboliques et principaux corps cétoniques

Processus intramitochondrial, la cétogenése comporte quatre élapes :

1- S':,-'n'rhf'_'se de I’au:é'rn-&cét':,'l-tinﬁ :

|
Acétyl-CoA + Acélyl-CoA = Acétoacétyl-CoA + CoA

2 - Synthese du 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (3-HMG-CoA)
AcBtoacétyl-CoA + Acétyl-CoA + HyO —2—m= 3-HMG-CoA + CoA

3 - Synthese de |'acétoacétate :

3-HMG-CoA ——» | Acétoacétate | + acétyl-CoA

4 - Synthése du 3-hydroxybutyrate

~ NADH, H+
Acétoacétate ™ | 3-hydroxybutyrate
4
l COs

Acétone

(1} Acétoacetvl-CoA thiolase

(21 HMG-CoA synthase

{3 HMOG-CoA fvase

(4} 3-hydroxybutyrate deshydrogénase
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Les trois principaux corps cétoniques sont dong :

* [acétoacérate CH,-CH,-CO-COOH
* le 3-hydroxybutyrate CH,-CH,-CHOH-COOH
* l'acétone CH,-CO-CH,,

Les quatre enzymes impliquées dans la célogenese ont ¢ retrouveées dans divers Lis-
sus extrahépatiques. Cependant, 'HMG-CoA synthase, considérée comme l'enzyme
limitante de la séquence métabolique aboutissant 4 la formation des corps célonigues,
n'est présente que dans le foie, faisant de cet organe le site privilégié de la célogenése.
L'équilibre entre le 3-hydroxybutyrate et l'acétoacétate est controlé par le rapport
mitochondrial entre NAD* et NADH, H*. L'acétone est formée par décarboxylation
spontanée de 'acétoacetate en exces @ elle est partiellement éliminée par voie res-
piratoire {odeur acétonique de haleine par exemple dans les allections hépatiques
et le coma diabétique acido-cétonique). Ces trois corps cétoniques sont éliminés
partiellement par voie rénale (corps cétoniques dans les urines). Leurs concentra-
tions plasmatiques sont faibles (< 0,25 mmol/l a jeun), avec trois fois plus de 3-
hydroxybutyrate que d'acéto-acétate, tous deux sont des acides faibles donc pres-
que entierement ionisés en pH de 'organisme. Une cétose ou accumulation des
corps cétoniques dans les liquides extracellulaires apparait en cas de déséquilibre
entre la production (cétogenése ) et 'utilisation tissulaire (cétolvse). En régle géné-
rale, une augmentation de la cétonémie correspond davantage 2 une activation de
la cétogenése qu'a un ralentissement de la cérolyse,

B. Origine des substrats

L'acétyl-CoA, substrat de base de la cétogenése, peut avoir plusieurs origines.

1. Acides gras a longues chaines
La f-oxydation mitochondriale des acides gras 4 longue chaine est la source prin-
cipale des molécules d'acétyl-CoA an niveau hépatique. Les acides gras qui par-

viennent au foie proviennent de 'hydrolyse des iriglycérides stockés dans le tissu
adipeux et des lipoprotéines circulantes,

Les acides gras sont activés en acyl-CoA par des acvl-CoA synthétases variant selon

la longueunr de la chaine. Le passage au travers de la membrane mitochondriale des

acyl-CoA s'effectue grace a Nintervention de la carnitine et implique trois enzymes :

* la carnitine palmitovitransferase de type I, qui assure, au niveau de la membrane
externe mitochondriale, le transfert sur la carnitine des acyl-CoA (carnitine
+ acyl-CoA — acylearnitine) |

* la carnitine acylcarnitine translocase qui assure la diffusion des acylcarnitines formées
dans l'espace intermembranaire, jusqu'a la membrane mitochondriale interne ;

* la carnitine palmitoyltransférase de type I, qui libere dans la mitochondrie les
acyl-CoA qui seront dégradés par f-oxydation. Ce processus couvre la presque
otalité des besoins énergétiques hépatiques. Les molécules dacéiyl-CoA for-
mées peuvent s'engager dans diverses voies dont 'importance varie en fonction
des conditions metaboliques de Thépatocyte : la célogenese constitue une de ces
voies (voir « Régulation de la cétogenése » ).
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2. Pyruvate

La décarboxylation oxydante du pyruvate par le complexe pyruvate-déshydroge-
nase aboutit a la formation d'acétyl-CoA. Le pyruvate provient soit du glucose par
la voie glycolytique (dans les conditions physiologiques, la glycolyse hépatique est
tris faible), soit du lactate, soit du métabolisme de divers acides aminés (alanine,
notamment).

Dans le [oie, la formation d’acetyl-CoA a partiv du pyruvate est limitée car la pyru-
vate déshydrogénase est inhibée par les guantités importantes d'acéwyl-CoA et
d'adénosine triphosphate (ATP) provenant de la dégradation des acides gras : le
pyruvate s'engage essentiellement vers la gluconéogenése.

3. Leucine et isoleucine

Le catabolisme de ces deux acides aminés conduit a la formation d'acéiyl-CoA.,
Mais si la leucine est potentiellement cétogénique, son role reste négligeable dans
la mesure on cet acide aminé n'est pas utilise a des fins énergétiques dans le foie.

C. Cétolyse

Chez l'homme, les corps cétoniques produits par le [oie sont utilisables par les tis-
sus périphériques ; par le NADH, H+, le 3-hydroxybuturate peut redonner l'acéto-
acétate (voir plus haut) et ce dernier l'acétvlCoA selon :

Acétoacétate ——*  Acéloacétyl-CoA

PR

ATP AMP +P=P

Réaction catalysée par une thiokinase périphérigue.

L "acéroacéyvl-CoA peut redonner 2 acéyl-CoA (réaction inverse de celle vue plus
haut), utilisables dans le cvcle de Krebs. Méme I'acétone est en partie réutilisable
a des fins énergétiques soit par la conversion en glycérol, soit en redonnant de
Facétyl CoA.

ﬁl. Régulation de la cétogenese

Divers mécanismes permettent d'adapter la cétogenese selon l'utilisation des corps

cétonigques. Cette régulation, parfaitement coordonnée avec les autres meétabolis-

mes, s'effectue principalement au niveau du tissu adipeux et du foie. Deux condi-

tions doivent étre requises pour qu'il y ait cétogenése °

* le foie doit disposer d'une quantité suffisante de substrals précurseurs représen-
tés essentiellement par les acides gras circulants produits par le tissu adipeux ;

* le métabolisme intrahépatique et sa régulation doivent permettre la formation
des corps cétoniques.
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A. Régulation extrahépatique

L‘Equilih:e entre la biosynthése des triglycérides et leur hvdrolyse, au niveau du
tissu adipeux, conditionne la quantité dacides gras circulants, Cet équilibre est
lui-méme dépendant des conditions nutritionnelles et hormonales.

Divers agents stimulent la lipolyse adipocytaire (catécholamines, glucagon, corti-
sol, etc.). Une augmentation de la quantité d'acides gras stimule la cétogenese non
seulement par un effet de masse mais également en orientant le métabolisme hépa-
tique des acides gras vers la cérogenése.

L'insuline joue un réle déterminant : elle est le principal facteur anticétogénique
en exergant a la fois un effer antilipolytique direct et un effer lipogénique ; elle
soppose aux effets cétogéniques des catécholamines, glucagon et cortisol.

Les corps cétoniques eux-mémes peuvent freiner leur propre synthése par deux
mécanismes : ils stimulent la secrétion d'insuline et s'opposent a la libération des
acides gras par le tissu adipeux.

B. Régulation hépatique

Contrairement au tissu adipeux soumis a un impact hormonal direct, le métabolisme
hépatique est controlé par divers métabolites intervenant au niveau d'enzymes-clés.
Un premier carrefour de régulation concerne la répartition des acides gras entre
leurs deux voies d'utilisation hépatique : estérification et incorporation dans les
lipoprotéines plasmatiques d'une part, oxydation mitochondriale d’autre part.

Le malonyl-CoA, produit de la premiere réaction de la synthése des acides gras
catalvsée par l'acéryl-CoA carboxylase, joue un réle déterminant dans la régulation
de la cétogenése : a doses micromolaires, il inhibe la carnitine acyltransférase-1
(CAT-1) et s'oppose au transfert intramitochondrial et a loxydation des acides
gras. La concentration hépatique de ce métabolite dépend de Pactivité de Tace-
tyl-CoA carboxvlase modulée elle-méme par les taux respectils d'Insuline (1) et de
glucagon (), et par les concentrations d'acides gras et de citrate,

Dreux situations opposées peuvent se rencontrer :

* si les apports de glucose sont élevés, le rapport G/1diminue, lacétyl-CoA carboxylase
qui contrile la synthese du malonyl-CoA est activée, la CAT-1 est inhibée et par la
méme la cétogenese. Dans ces conditions, le role physiologique du malonyl-CoA
est d'assurer le flux unidirectionnel des atomes de carbone du glucose {(ou d'autres
précurseurs du pyruvate) vers la formation de triglycérides et de lipoprotéines |

* si les apports de glucose sont faibles, le rapport G/1 augmente, la concentration de
malonyl-CoA est [aible, Uinhibition de la CAT-1 est levée, ce qui permet 'oxvda-
tion des acides gras et la cétogenése.

il est important de noter que les conditions de carence glucidique qui stimulent la
production des corps cétoniques entrainent parallélement une augmentation de la
concentration hépatique de carnitine et une déplérion des stocks de glycogene
favorables a lactivité de la CAT-1.

Au total, les taux intracellulaires d'acides gras (substrats de la CAT), de carnitine
(cosubstrat de la CAT) et de malonyl-CoA (inhibiteur de la CAT) contrdlent direc-
tement ou indirectement la production de corps cétoniques par le foie.

164
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Le deuxieme carrefour métabolique de régulation se situe au niveau de Patilisation
du produit de la f-oxydation des acides gras, I'acétvl-CoA, soit vers la synthese
dacétoacétyl-CoA (cérogenese), soit vers la synthése de citrate (métabolisé par le
cyele de Krebs ou source d'acétvl-CoA evtoplasmique).

Lacétoacétyl-CoA thiolase et THMG-CoA synthase qui catalysent les deux premieres
réactions de la cétogenése (voir avant) sont inhibées par l'acétoacétyl-CoA. La concen-
tration de ce métabolite dépend en grande partie du rapport NADH, H/NAD* : une
augmentation du taux de NADH, H* (consécutive a la f-oxydation des acides gras)
diminue sa concentration et permet a la cétogenese de s'effectuer.

L'utilisation de acétyl-CoA par le cycle de Krebs est principalement liée a la dispo-
nibilité en oxaloacétate (acétyl-CoA + OAA — citrate), elle-méme fonction de
Fequilibre existant entre le taux de formation (carboxylation du pyruvate issu des
précurseurs glycogéniques) et le taux d'utilisation pour les besoins de la gluconéo-
genese. La cétogenese et la gluconéogenése sont des processus interdépendants
cependant, leurs intensités respectives dépendent de I'apport au foie des substrats
necessaires a la gluconéogenése (acides aminés, notamment alanine, lactate, etc.).
Si ces derniers sont présents en quantité peu importante, les concentrations de
pyruvate et d'oxaloacétate sont faibles et la gluconéogeneése tend a décroitre au pro-
fit de la cétogenese. Dans le cas contraire, la concentration d'oxaloacétate aug-
mente, dépassant les possibilités d'atilisation pour la gluconéogenese. L'exces
d'oxaloacétate permet a l'acétyl-CoA de s'engager dans la voie de synthése du citrate
et la cérogenese diminue. Notons cependant que le niveau d'activité du cycle de
Krebs reste faible tant que persistent les conditions métaboliques favorables a la glu-
conéogenese et a la cétogenése (fourniture I'ATP et de pouvoir réducteur par le
catabolisme des acides gras). Au toal, la cétogenese est peu importante quand la
production hépatgue de glucose est accrue. Ces données permettent dexpliquer
I'effet anticétogénique direct de lalanine. Inversement, les corps céloniques sont
capables, en freinant la protéolyse musculaire, de contréler indirectement la pro-
duction de glucose.

Certaines circonstances (jeiine prolongé sévére, diabéte non contrélé) conduisent
a une surproduction de corps célonigques. Dans les deux cas, la gluconéogenise
« detourne » l'oxaloacétate, entrainant une dépletion des intermédiaires du cyele
de Krebs, ce quiaccroit la conversion d'acétyl-CoA en acétoacétate (le coenzyme A
libéré permet 4 la f-oxydation des acides gras de se poursuivre). La surproduction
hépatique des corps cétoniques dépassant la capacité qu'ont les tissus extrahépati-
ques de les oxyder majore les concentrations circulantes d'acétoacétate et de
3-hydroxybutyrate, créant ainsi une acidose métabolique.

HII. Avantages métaboliques de la cétogenése

La cétogenése doit étre intégrée dans le contexte général des besoins énergéti-
ques de l'organisme. Toute diminution de l'apport en glucose va entrainer une
augmentation de la lipolyse adipocytaire. Les acides gras libérés dans la circula-
tion et qui n'ont pas é1é utilisés par les tissus extrahépatiques sont capiés par le
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foie. La stimulation de la cétogenése qui en résulte présente un certain nombre

d'avantages :

* les corps cétonigues sont solubles dans 'eau et pénétrent plus facilement dans les
tissus que les acides gras ;

* les corps céloniques sont utilisés préférentiellement par certains tissus, les muscles
squelettiques comme le myocarde et surtout le cervean (ce dernier organe n'est pas
capable d'utiliser les acides gras) ;

* les corps cétoniques épargnent le glucose circulant disponible pour les tissus
exclusivement glucodépendants ;

* les corps cétoniques ont une action antilipolytique, ce qui évite une libération
excessive d'acides gras ;

* les corps cétoniques diminuent la protéolyse musculaire et épargnent ainsi le
capital protéique de l'organisme.

L'essentiel de la question

La cetogenese est la formation des corps cétoniques qui sont principalement le
3-hydroxybutyrate, |"aceéto-aceétate et ["acetone. lls sont synthétisés essentiellement
dans les hépatocytes au cours de réactions catalysées par des enzymes mitochon-
driales et & partir de divers substrats eux-mémes potentiellement énergétiques par
I'acétylCoA ; les acides gras a longues chaines sont les principaux fournisseurs
d'acetylCoA, viennent ensuite le pyruvate et certains acides aminés. La cetogenese
est finement régulée, au niveau extra-h&patique par des hormanes, I'insuline qui est
anti-cétogénique, les catécholamines, glucagon et cortisol, eux manifestant des
effets cétogénigues, et au niveau hépatique par les apports de glucose et d'acides
gras, cetogenése et gluconéogenése étant des processus inter-dépendants. Les
corps cétoniques sont solubles dans I'eau et passent facilement dans les tissus, ils
représentent un apport énergétique important, en particulier au cours du jedne pro-
longé en épargnant le capital protéique de 'organisme et le glucose circulant dispo-
nible pour les tissus exclusivement glucodépendants comme le cerveau. Les corps
cétonigues circulent dans le plasma {(célonurie) et sont &liminés, si non utilisés ou
si produits en exces, par le rein (cétonémie). Leurs recherche et dosage (du
3-hydroxy-butyrate essentiellement) sont utiles dans le cadre du diagnostic du coma
diabétique acido-cetosique et chaque fois qu'un excés d'activation de la cetogenése
est suspecté, comme |'intoxication alcooligue.
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[ existe deux organes principaux fournissant les lipides a I'organisme : l'intestin (lipi-

des exogeénes) et le foie {lipides endogénes). Ces lipides sont prioritairement utilisés
par tous les tissus de 'organisme, méme si fa plupart d'entre eux sont capables de syn-
thétiser certains lipides, et en particulier le cholestérol. Les lipides, molécules hydro-
phobes, circulent dans le sang en association avec des protéines spécifigues, les apo-
lipoprotéines, sous forme de complexes macromoléculaires solubles en milieux aqueux
appelés lipoprotéines.
Les lipoprotéines plasmatigues ont généralement une structure sphérique dans
laguelle le « noyau » est constitué de lipides tres hydrophobes : triglycérides (TG) et
cholestérol estérifié (CE). L'enveloppe est composée de phospholipides (PL) cholini-
ques, de cholestérol non estérifié (C) et d'apolipoprotéines (apo). La structure tertiaire
des apolipoprotéines contient des zones hydrophobes incluses dans la masse lipidigue
et des zones hydrophiles tourndes vers I'extérieur (milieu plasmatique) (fig. 1).

A) B)
Apo B
Apo A-l - Lt ApoE /
PL ]
-Apo A-ll

Apo C CE

C TG

s o AL Apo C
Apo A-l
NH,
Diamétre 7,5-10 nm COOH

C, cholestéral ; CE, cholestérol estérifié ; TG, triglycérides ; PL, phospholipides ;apo, apolipoprotéine.

Figure 1. Représentation schématique d'une lipoprotéine plasmatique A) de type HDL
aver son ceeur hydrophobe et sa surface polaire et B) de type LDL avec la chaine peptidigue
de I"apo B100 {le long de la séquence, on paut observer des zones hydrophiles situées a
I'extérieur de la lipoprotéine et des zones hydrophobes enfouies dans la masse lipidigue)

Les lipoprotéines peuvent véhiculer des enzymes et des protéines de transfert des lipi-
des indispensables & leur métabolisme, ainsi gue des molécules ayant une cerfaine
affinité pour les lipides (albumine, glycolipides, peptides, urée, pigments...). Les lipo-
protéines peuvent aussi fouer le réle de transporteurs pour des molécules hydrophobes
comme des vitamines ou des médicaments.

Les associations moléculaires non covalentes que forment les lipoprotéines subissent
dans la circulation sanguine des remaniements permanents : des échanges ef des
transferts ont lieu entre les différentes lipoprotéines et avec les cellules. La composi-
tion des lipoprotéines résulle donc d'un équilibre dynamigue dépendant de 'apport ali-
mentaire, des activités de l'organisme et des agressions dont il est l'objet. On peut
canstater aussi une grande hétérogénéité des lipoprotéines qui rend difficile leur clas-
sification et leur dosage.

Nous décrirons tout d'abord les principaux composants des lipoprotéines, puis nous
verrons comment ils s'organisent dans les lipoprotéines. Cela nous conduira a discuter
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des différentes classifications proposées. Enfin, nous verrons comment la structure des
lipoprotéines évolue au cours di metabalisme physiologique chez lomme, Nous ne
traiterons pas des différents modéles animaux du méfabolisme des lipoprotéines, mais
il faut savoir qu'il est trés variable d'une espéce & une aulre et qu'il faut en temir
compte dans les études pharmacologiques.

ﬁ Structure des lipoprotéines plasmatiques

A. Composants des lipoprotéines

1. Lipides

La plupart des lipides contenus dans les lipoprotéines (fig. 2) sont synthétisés dans
les cellules intestinales & partir des apports alimentaires ou dans les cellules hépa-
tiques. L'alimentation occidentale apporte environ 40 % de 'énergie sous forme de
lipides (essentiellement des triglycérides) alors que les nutritionnistes préconisent
un apport de 33 %. L'apport quotidien de lipides alimentaires est de 100 a 150 g.
Les lipides sont indispensables aux cellules comme précurseurs dans un grand
nombre de biosynthéses spéciliques (lipides membranaires, hormones stéroides)
ou comme source d'énergie.

Chalestéral Cholestérol estérific

CH;

OH T R—CO—0
Lécithine : glycérophospholipide cholinigue Trighycérides
H H
H—Ll':—U—L':I::-—H H—rl;—{:.l—r_‘u—m
H—tl“.—r:“:l—i;:l:;}—ﬁ II—E!Z—L‘.I—L'H—HL.
nl'_'—u—®—chnlin-_~ H—El'.—'l'ZI—E'.E]—R!_
!

Le glycéral, le cholestérol et la glyeérophosphatidylcholine sont estérifies par des acides gras
{R—CO—OH) pour former les esters de cholestérol, les triglycérides et les phospholipides.

Figure 2. Formule chimigue des principaux lipides plasmatiques
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Les acides gras (AG) qui permettent de former les esters de cholestérol, les trigly-
cérides et les phospholipides varient par leur longueur et leur degré d'insaturation.,
La nature de ces acides gras dépend en partie des apports alimentaires et semble
influencer le métabolisme des lipoprotéines bien que les mécanismes mis en jeu
soient actuellement mal connus. Les acides gras peuvent circuler dans le plasma
sous forme non estérifiée, 1ls sont alors associés a I'albumine et ont une demi-vie
trés courte (quelques minutes).

a) Cholestérol

Le cholestérol est indispensable au [onctionnement de Forganisme. 11 intervient
dans la structure des membranes cellulaires et sert de précurseur a la synthese des
hormones stéroides. Toutes les cellules de 'organisme ont I'équipement enzyma-
tigue nécessaire 4 la biosynthese de cholestérol a partir de l'acétate. Cette biosyn-
thése est régulée par les apports de cholesiérol venant des lipoprotéines plasmati-
ques. La régulation se fait au niveau de hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A
réductase (HMG-CoA réductase), enzyme clé du métabolisme du choelestérol. Le
cholestérol plasmatique provient essentiellement de la synthése hépatique (0.7 a
0.9 gfj) et de lapport alimentaire trés variable selon les individus (0,1 4 1 g/j).
L'estérification du cholestérol est assurée dans le plasma par la lécithine-cholesté-
rol-acyltransférase (LCAT) (fig. 3). et dans les cellules par l'acylCoA-cholestérol-
acyliranstérase (ACAT). Le catabolisme du cholestérol a lien exclusivement dans
I'hépatocyte. Les acides biliaires formés sont excrétés par les voies biliaires et par-
ticipent a 'absorption intestinale des lipides alimentaires,

b lessidresl Cholesidrnl esbérific

B C=—(F
LCAT
+ ——— +
ey Al
L et e Lysalécithing
||| T
H— L — 0 — 0L —R H—C—O— 00 —=R
H=—{=—{=—{{1—R == =3
C— 0 —{F)}—choline C—0—{F}—chaline

Figure 3, La LCAT associge aux HDL.

b) Triglycérides
Les triglycérides sont formés par estérification d'une molécule de glycérol par trois
molécules d'acides gras qui peuvent étre identiques ou différents. 1ls représentent
la lorme de transport et de stockage des acides gras. Les acides gras constituent une
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source importante d'énergie. On estime gue leur catabolisme par oxydation fournit

plus de 40 % des besoins énergétiques d'un sujet sain avant un régime équilibré.

La biosynthese des triglycérides plasmatiques s'effectue essentiellement sur trois

sites .

s lentérocyte © dans la lumiére intestinale, les triglycérides alimentaires sont
hydrolysés par la lipase pancréatique. Les acides gras et les 2-monoglycérides
libérés sont réabsorbés par Uentérocyte. Dans lentérocvie, les 2-monoglycérides
sont réesiérifiés en triglycérides et exportés dans la circulation associés aux lipo-
protéines d'origine intestinale, les chylomicrons |

» Phépatocyte : les acides gras provenant de la synthése hépatique ou de la circula-
tion réagissent avec le 3-phospho-glycérol provenant de la glycolvse pour former
des triglyeérides et sont sécrétés dans la circulation associés aux lipoprotéines
d'origine hépatique, les VLDL ;

* ladipocyte : les acides gras provenant de 'hydrolyse des triglyeérides plasmati-
ques réestérifient le glycérol et sont stockés sous forme de triglyeérides dans
Fadipocyte. Ces triglycérides seront réutilisés ultérieurement dans un but éner-
gétique,

¢) Phospholipides

Ce sont essentiellement des phospholipides choliniques (phosphatidyl et lyso-
phosphatidyl cholines) et des sphingomyélines. Ce sont des constituants indispen-
sables des membranes. Leur biosynthese est hépatique (de nove) ou intestinale. I
s'agit dans ce dernier cas de resynthise a partir des phospholipides alimentaires ou
des phospholipides biliaires réabsorbeés.

2. Apolipoprotéines

Les apolipoprotéines participent a [a structure et aux différents processus du méta-
bolisme des lipoprotéines : biosynthése, sécrétion, maturation et wransformation
plasmatique, échanges de constituants avec les cellules de Forganisme, et catabo-
lisme.

La nomenclature alphabétique des apolipoprotéines regroupe des protéines ayant
des structures et des fonctions trés différentes. On connait actuellement dix apoli-
poprotéines principales, bien caractérisées, Al, AL ATV, AV, B, CI, CI1, CIII, D et
E et une apolipoprotéine particuli¢re, 'apo (a) (tab. I1). D'autres apolipoprotéines
présentes a 'état de traces et dont le role est mal défini ont été découvertes ces der-
nieres années. En dépit de la répartition des génes des apolipoprotéines sur cing
chromosomes diflérents, les génes de la plupart des apolipoprotéines (excepiées
les apo B et D) dérivent probablement d'un gene ancestral commun, Contraire-
ment aux apolipoprotéines E et D synthétisées dans de nombreux organes, les apo-
lipoprotéines sont synthétisées exclusivement dans les deux organes responsables
de la sécrétion des lipides plasmatiques : l'intestin et le foie.

Les apalipoprotéines étant pour la plupart des protéines sécrétées, elles sont syn-
thétisées sous forme de propeptides et pour certaines de prépropeptides. Des modi-
fications post-traductionnelles (glveosylations, phosphorylations, acylations par les
AG, clivage enzvmatique des pré- et propeptides...) ont lieu dans la cellule, mais
certaines maturations peuvent aussi avoir licu dans le compartiment plasmatique.
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Tableaw 1. Les principales apolipoprotéines

Apedipngrotgine ' Bazie mala- Concenteatinn
[nb d'acides amings) | culaire (kDat it da synihse plasmnllque (gLl | AU
Ape Al (243) 8 Fisa, intestin Loalz Activation LCAT, Ligand
récepteurs ML

Apa RIECE = 71 I i7 I Faig, [infestin) I Bials

Apo AIV (375) 45 Intestln 0,16 Activation LCAT

Rpo AV (343} 19 Fma 0,001 & 0,0002 Diminution production ¥LDL

Activation hydrokyse TG par LPL
Apo B0 (4 536) M9 Faie 0741 Sécration VLDL,
ligand LDL-R

Apo B44 {2 152) 275 Intestin 0,03 & 0,05 Sécrétion chylomicrons

Apa Gl (57) 6,5 Foie 0,04 & 0,05

&po I (79 g5 Foig 0,03 & 0,05 Activation LPL

&pa GINE (79) 875 Foie 0124014 Inhibitien LPL,
Inhibition ligisen UDL-R

dpo D {169) 22 Foie, muscle, plmnla 006 40,07

mteslm CErVERU. .
dpo E (299 34 Fme u::er.'eau man:n:-nhages 0,03 & 0,05 Ligand LDL-R, LRF, VLIAL-R
fissus sternidogenss
Apo (s} lvariable) | 2803800 Foie TY

La concenfration plasmalique correspond & des valewrs genéralement observées. Lorsgue bes fanchons des apolipapiobéines sial mal
conmues ou démontrées seulement an e, alles mont pas &l signalées,

YLOL, wery Jow demstly Mpopraders; UL, o densily Sooprebains; HOL bigh deasily Dpopetelos . LOAT, lécithire-cholestérol-
acyltransiéease ; LPL, ipoprotéine lipase ; LIL-R, LOL récepieur ; LRP, LOL mceafor-redsfed profe ; VUDL-RVLOL écepteur,

a) Principales apolipoprotéines

m Apolipoprotéine Al
Lapo Al est l'apolipoprotéine majeure des lipoprotéines de haute densité (HDL).
Elle représente environ 70 % de la masse protéique des HDL. 5a concentration
plasmatique est d'environ 1,2 g/l 5a masse moléculaire est de 28 kDa pour
243 acides aminés. Le géne codant 'apo Al est situé sur le chromosome 11 dans
un « cluster » comprenant les génes des apo Al, CIII, ATV et AV. La synthese de
Fapo Al est a peu prés également répartie entre I'intestin et le foie. On trouve donc
de T'apo Al dans les lipoprotéines d'origine intestinale. L'augmentation de la con-
centration plasmatique d'apo Al est corrélée a une diminution du risque d'athéro-
sclérose. L'apo Al joue un role trés important dans le retour du cholestérol des tis-
sus vers le foie par au moins deux mécanismes | d'une part, l'interaction de I'apo Al
des HDL naissantes avec les cellules permet la sortie de cholestérol cellulaire, c'est
ce quon appelle Velllux de cholestérol. D'autre part, dans les lipoprotéines ayvant
capté le cholestérol cellulaire, 'apo Al est un activateur de la LCAT responsable de
estérilication du cholestérol plasmatique. Son taux de transfert entre les lipopro-
téines est trés éleve,
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mA pﬂiipnp rotéine All

L'apo All est quantitativement la deuxieme apolipoprotéine des HDL er représente
environ 20 % de leur masse protéique. Sa concentration plasmatigue est de 0.3 a
0,5 g/1.. Elle est constituée de deux chaines protéiques de 77 acides aminés asso-
ciées par un pont disulfure. Sa masse moléculaire est de 17,4 kDa. Son role phy-
siologique est mal connu bien que certaines de ses propriétés in vitro soient anta-
gonistes de celles de l'apo Al et qu'une augmentation plasmatique des
lipoprotéines riches en apo All ne soit pas toujours associée a une diminution du
risque d'athérosclérose.
m Apolipoprotéine AIV

L'apo ATV est essentiellement synthétisée par lintestin et se trouve dans les lipo-
protéines riches en triglycérides et dans les HDL. Elle est constituée de 376 acides

aminés et sa masse moléculaire est de 46 kDa. Sa structure physico-chimique est
proche de celle de I'apo Al et son role physiologique est mal connu.

® Apolipoprotéine AV
L'apo AV a é1é découverte trés recemment. Le géne codant Fapo AV est situe sur le
chromosome 11 dans le « cluster » des genes AVCIIVAIV/AV. L'apo AV est syn-
thétisée exclusivement par le foie. Constituée de 343 acides aminés, elle a une
masse moléculaire de 39 kDa. Dans la circulation sanguine, 'apo AV est associée
aux VLDL, aux chylomicrons et aux HDL. Sa concentration plasmatique, tres fai-
ble par rapport aux autres apolipoprotéines, est d'environ 0,1 a 0,2 mg/L. Actuel-
lement, on lui attribue un role dans le contrdle de la wriglycéridémie @ la concen-
tration en apo AV est inversement proportionnelle a la concentration en
trighycérides circulants. Le mécanisme d'action de 'apo AV sur Fhomeéostasie des
triglycérides n'est pas élucidé, mais des arguments sont en faveur d'une diminu-
tion de la production hépatique des TG-VLDL et d'une avgmentation de leur clai-
rance hépatique.
= Apolipoprotéines B

Lapo B est le constituant protéique majeur des lipoprotéines de basse densité. Sa
concentration plasmatique est de 0.7 4 1 g/L environ et son augmentation est asso-
ciée a un risque élevé d'athérosclérose. La synthese d'apo B est nécessaire a la
secrétion dans le plasma des lipopratéines riches en triglycérides d'origine intesti-
nale et hépatique. L'association entre lapo B et les lipides synthétisés se fait dans
la lumiére du réticulum endoplasmique. grice & une enzvme, la microsomal trigly-
ceride transfer protein (MTF), a la frontieére entre le réticulum endoplasmique lisse,
lieu de synthése des lipides et le réticulum endoplasmique rugueux, lieu de syn-
thése de l'apo B. L'association lipides-apolipoprotéine est beaucoup plus étroite
pour I'apo B que pour les autres apolipoprotéines, ce qui expligue que l'apo B fasse
partie intégrante d'une particule lipoprotéigue et quelle ne sera pas échangée avec
une autre particule pendant toute sa durée de vie plasmatique,

L'apo B est présente sous deux formes dans le plasma : l'apo B100, de masse molé-
culaire 549 kDa (4 536 acides aminés), est produite par le foie et lapo B48, de
masse moléculaire 275 kDa (48 % de apo B100), est produite par lintestin.
'apo B48 correspond a l'extrémité aminoterminale de apo B10O. L'apo B100 et
I'apo B48 sont les produits d'un méme gene situé sur le chromosome 2. Leur ARN
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messager est identique mais, dans lintestin, une enzyme spécilique (la cytidine
désaminase) introduit une substitution Cytidine — Uracile  modifiant  le
codon 2153, qui devient un codon stop. Lapo B100 sera donc le marqueur des
lipoprottines d'origine hépatique tandis que F'apo B48 sera le marqueur des lipo-
prot¢ines d'origine intestinale. L'apo B100 posséde prés de son extrémité carboxy-
terminale un site qui lui permet d'étre reconnue par les récepteurs présents a la
surface des cellules hepatiques et des cellules ayant besoin de cholestérol, récep-
teurs appelés « récepteurs des LDL » (lipoprotéines de basse densité). Ce site de
liaison aux LDL récepreurs n'est pas présent dans 'apo B48,

& Apolipoprotéines C

Les apo Cs sont des protéines de masse moléculaire inférieure & 10 kDa. Les génes
codant les apo CI et CII sont situés dans un méme « cluster » avec l'apo E, sur le
chromosome 19. Le géne codant l'apo CI11 fait partie du « cluster » AVAIV/AV/CIIL
Le role physiologique de I'apo Cl est mal connu. L'apo CII est indispensable a
Factivité de la LPL qui hydrolyse les triglycérides plasmatiques pour permettre
Futilisation des acides gras par les tissus. L'apo CIII joue un rdle antagoniste de
'apo CII vis-a-vis de la LPL et inhibe la liaison des lipoprotéines de basse densité
aux récepteurs hépatiques. Les apo Cs sont facilement échangeables entre les lipo-
protéines. Les apo Cl et CII sont souvent associées a lapo Cl1 dans les lipoprotéi-
nes de basse densité et dans les lipoproiéines de haute densité.

® Apolipoprotéine E
Dans un plasma normolipémique, l'apo E est également répartie entre les lipopro-
téines de haute et de basse densité. Elle représente 10 4 20 % de la masse des pro-
éines des VLDL et 1 a 2% des protéines des HDL. Sa concentration plasmatique
est d'environ 0,04 g/L. Lapo E est constituée de 299 acides aminés et a une masse
moléculaire de 34 kDa. Son géne [ait partie du « cluster » E/CIYCIL L'apo E joue
un grand réle dans la reconnaissance des lipoprotéines par les cellules, Deux types

de récepleurs reconnaissent des séquences spécifliques sur l'apo E

* des récepteurs essentiellement hépatiques, spécifiques de l'apo E, qui captent les
lipoprotéines d'origine intestinale contenant de l'apo E. Ces récepteurs sont
appelés « LRF » (pour « LDL-receptor related protein » ) ou récepteurs des chylo-
microns résiduels ;

* les récepteurs des LDL qui reconnaissent 'apo B, reconnaissent aussi l'apo E. On
les appelle aussi récepteurs B, E. Comme nous le verrons, ils sont présents sur la
plupart des cellules de l'organisme et régulés par le contenu cellulaire en choles-
térol,

Diftérents variants de l'apo E sont présents dans les populations humaines. Ces

variants ont des aflinités différentes pour le LDL récepteur. L'apo E est aussi pré-

sente dans le liguide céphalorachidien et semble jouer un rdle majeur dans le
métabolisme lipidique du cerveau.

@ Apolipoprotéine (a)
L'apo {a) est une glvcoprotéine présente chez certains individus, en quantité trés

variable dun sujet a lautre. Elle peut éwre libre dans le plasma ou associée par un
pont disulfure a Papo B dans des lipoprotéines appelées Lp(a) (fig. 4). Sa masse
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moléculaire est variable suivant les individus (280 a 800 kDa) et sa concentration
plasmatique est inversement proportionnelle a sa taille. Cette variabilité d'origine
génétique est due a l'existence d'une séquence répétée dans la séquence primaire
de l'apo (a). L'apo (a) présente une similitude structurale trés forte avec le plasmi-
nogéne et il est vraisemblable que cette structure lui permet d'intervenir dans les
mécanismes de thrombose par une action antilibrinolytique. La présence d'une

concentration élevée de Lpla) est associée a un risque élevé d'athérosclérose, mais
son role physiopathologique est inconnu.

Apo {ur’;
Figure 4, Structure de la Lpla) ; lipoprotéine composée d'une LDL avec,
comme apolipoprotéine principale, 'apo B, associée par un pont disulfure a I'apo (a),

protéine de taille variable ayant un motif commun avec le plasminogéne,
Ce motif est répété un nombre variable de fois suivant les individus

b) Rile des apolipoprotéines
Parmi les fonctions des apolipoprotéines, le role de structure est fondamental. 1]
permet la cohésion des complexes lipides-protéines et leur solubilisation en milieu
aqueux. Les associations lipides-protéines ont lieu des I'étape de biosvnthése, a la
limite du réticulum endoplasmique rugueux et du réticulum endoplasmique lisse.
Elles sont favorisées par la nature hydrophobe de nombreuses régions des apoli-
poprotéines. Dans le cas de l'apo B, ces associations hydrophobes sur de grandes
longueurs sont trés stables et lapo B [era partie intégrante de la lipoprotéine sécré-
tée jusqu'a son catabolisme final dans les lvsosomes d'une cellule. Dans la struc-
ture secondaire des autres apolipoprotéines, on trouve en général plusieurs
régions organisées en o-hélice amphiphile comportant une phase apolaire au con-
tact des lipides transportés et une phase polaire au contact du compartiment plas-
matique. Ces o-hélices ont une forte affinité pour les phospholipides auxquels
elles s'associent pour donner des lipoprotéines de sécrétion discoidales trés stables.
Lorsque ces lipoprotéines se chargent en lipides (TG, CEJ, elles deviennent globu-
laires et I'association lipides-apolipoprotéines est moins stable (d'un point de vue
thermodynamique), ce qui permet les échanges protéiques entre les lipoprotéines.
Les apolipoprotéines ont aussi un rale d'activation de certaines enzymes. Des apo-
lipoprotéines peuvent activer la LCAT (fig. 3). Cette estérification du cholestérol



Tame 2

182 Biachimie fondamentale

conduit a des modifications structurales des lipoprotéines, permet des échanges de
lipides avec les lipoprotéines de basse densité et rend la lipoprotéine disponible
comme accepteur de cholestérol cellulaire non estérifié. In vivo, le principal acti-
vateur de la LCAT semble étre 'apolipoprotéine Al mais, in vitro, les apo CI, CII,
CIIL, D et AIV sont aussi des activateurs de la LCAT (ce qui est explicable par des
analogies structurales). Une autre enzyme plasmatique activée par 'apo CII est la
lipoprotéine lipase ou LPL. Cette enzyme n'est pas liée aux lipoprotéines, mais elle
est associée aux membranes plasmiques des cellules endothéliales des capillaires
par des chaines oligosaccharidiques. La LPL hydrolyse les TG des lipoprotéines au
niveau des tissus {fig. 5). L'apo CIl est l'activateur indispensable de la LPL mais
seul son déficit total entraine une inactivation de I'enzyme. L'apo CIIT a un effer
inhibiteur de la LPL et le rapport apo Cll-apo CII joue un role majeur dans la régu-
lation de la lipolyse plasmatique des TG. L'apo AV serait un activateur de la LPL,

Action de la lipopgrotéine lipase (LPL)

CH,— 0 —CO—R, CH,—OH
L |
CH—O—CO—R; —  CH—O—CO—FR;
| (] |
CHy— 00— CO—R; CH,— OH
+ Ry— COOH
+ Ry— COOH

Figure 5. Mécanisme d'action de fa lipoprotéine lipase (LPL). R,—COOH, R,—CO0H
et R,—COO0OH sont des acides gras gui peuvent étre identiques ou différents

Les apolipoprotéines ont un role dans la reconnaissance des lipoprotéines par les
cellules. La source des lipides de 'organisme est, comme nous 'avons déja vu,
d'origine alimentaire et d'origine endogene (hépatique). Les tissus Extm-hépati-
ques, bien que capables de synthétiser le cholestérol et certains autres lipides,
recoivent ces lipides par I'intermédiaire des lipoprotéines. De plus les lipoprotéi-
nes peuvent capter le cholestérol cellulaire en exces, c'est ce gqu'on appelle I'efflux,
premiére étape du transport inverse du cholestérol. Linteraction lipoprotéine-cel-
lules et les échanges de lipides se font in vive en partie par la voie de récepteurs
spécifiques reconnaissant les apolipoprotéines associées aux lipides des lipoprotéi-
nes. Ces récepleurs jouent un role majeur dans le métabolisme des lipoprotéines
plasmatiques.

Dans I'ensemble de ces processus, il est rare qu'une apolipoprotéine joue un rile
de facon isolée, Pour une apolipoprotéine donnée, la présence des autres apolipo-
protéines et des lipides va déterminer a un instant donné sa place dans les lipopro-
téines et par 1 méme son réle métabalique.

3. Enzymes et protéines de transfert des lipides

Certaines enzymes (fig. 3) et des protéines de transfert des lipides (fig. 6) font par-
tie intégrante des lipoprotéines plasmatiques et jouent un role capital dans leur
métabolisme
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* la LCAT (lécithine-cholestérol-acyltransiérase) permet l'estérification du choles-
térol plasmatique par transfert d'un acide gras d'un phospholipide. La LCAT est
associée aux lipoprotéines de haute densité et y trouve directement ses substrats
parmi les lipides de surface. Les esters de cholestérol formés, hydrophobes,
gagnent le ceeur de la lipoprotéine ;

* la CETP (cholestérol ester-transfert-protéine) ou protéine de transfert du cho-
lestérol estérifié permet, au cours de la lipolyse des triglycérides des lipoprotéi-
nes, I'échange entre des esters de cholestérol des HDL et des triglycérides des
lipoprotéines de basse densité ;

* la PLTF (phospholipide-transfert-protéine) permet des échanges de phospholi-
pides entre les lipoprotéines ou entre les cellules et les lipoprotéines ;

* les enzymes comme la paraoxonase permettent aux lipoprotéines de haute den-
sité de protéger de 'oxydation les lipoprotéines de basse densité.

Cholesteral ester transfer protein : CETP

Phospholipid transfer protein @ FLTP

L HDI

Figure 6. Les protéines de transfert des lipides associées aux lipoprotéines plasmatiques

B. Classification des lipoprotéines

L'hétérogénéité des lipoprotéines et les modifications constantes auxquelles elles
sont soumises rendent difficile leur classification. Les différents critéres utilisés
pour les classer sont leur composition en apolipoprotéines ou leurs propriétés
physico-chimiques. La classification la plus wiilisée est fondée sur la densité. Le
tableau 2 permet une rapide comparaison entre les différentes classifications.
Cependant, des lipoprotéines séparées par une technique ne sont jamais identi-
ques & celles séparées par une autre technique.

1. Classification en fonction de la densité

Suivant leur composition lipidique et protéique, les lipoprotéines ont une densité
différente. Plus légéres que les protéines sériques a cause de la présence des lipides,
on peut les isoler par ultracentrifugation de flottation. La répartition suivant le
specire de densité est discontinue, elle varie suivant I'érat physiologique du sujet.
On distingue en général (tab. 2 et 3) :
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a) Chylomicrons
Ce sont de tres grosses particules de densité inférieure 3 0,94 qui flotent a la den-
sité saline du plasma (1,006). Leur origine est intestinale et on ne les retrouve dans
la circulation gqu'aprés un repas riche en graisses. lls sont trés riches en triglycéri-
des (90 % des lipides) et ne contiennent que 2 4 3 % de protéines, essentiellement
de Fapo B48 mais aussi des apo Al ATV, AV, CI, CII et CIIL

b) Lipoprotéines de trés basse densité

On les appelle VLDL (very low density lipoproteins). De densité comprise entre (0,94
et 1,006, elles sont abondantes dans la circulation quelques heures aprés un repas.
Leur production est essentiellement hépatique. Les VLDL permettent la sécrétion
des lipides d'origine endogéne synthétisés par le foie. Les VLDL sont de taille infé-
rieure aux chylomicrons, Les triglycérides ne représentent plus que 50 % des lipides
des VLDL. Les protéines représentent 10 % de leur masse totale et sont constituées
par une molécule d'apo B100 d'origine hépatique, des apo AV, E, CI, CII et CIIL

¢) Lipoprotéines de basse densité

Les LDL (low density lipoproteins) ont une densité comprise entre 1,006 et 1,063,
Trés riches en cholestérol (60 a 70 % des lipides) elles sont aussi plus riches en pro-
téines {25 % de leur masse). Plus elles sont riches en cholestérol, plus leur densité
est élevée. Comme les VLDL qui sont leur précurseur, chagque LDL contient une
molécule d'apo B100 et éventuellement des apo CI, CIL, CII et E en [aible quantité.
Les IDL {ou les LILL) sont une sous-lraction des LDL de densité comprise entre
1,006 et 1,019, Habimellement absentes chez un sujet normolipémigue a jeun,
elles sont riches en cholestérol, en triglycérides et en apo E. Elles constituent des
intermédiaires métaboliques dans le processus de lipolyse plasmatique des VLDL.

d) Lipoprotéines de haute densité

Les HDL (high density lipoproteins) ont une densité comprise entre 1,063 et 1,21
Riches en cholestérol {40 % des lipides) et en phospholipides (30 % des lipides),
elles sont composées pour moitié de protéines (50 % de leur masse totale) qui sont
essentiellement les apo Al et AIl mais aussi, en moindre quantité, les apolipopro-
téines ALV, AV, CI, CIL, CIIL E, D. ..

Deux sous-fractions principales de HDL existent dans le plasma : les HDL,, de den-
sité comprise entre 1,063 et 1,125, et les HDL.,, de densité comprise entre 1,125 et
1.21. Les HDL sont les lipoprotéines les plus hétérogenes du plasma et sont en per-
pétuel remodelage. 11 existe également de nombreuses sous-fractions présentes en
trés faible quantité mais trés importantes pour le métabolisme des lipoprotéines.
La LCAT et des protéines de translert des lipides sont présentes sur les HDL qui
sont le seul lien d'estérification du cholestérol plasmatique. Une partie du choles-
térol estérifié est ensuite transférée aux autres lipoprotéines par la CETP.

e) Lp(a)

Présente seulement chez certains individus, sa densitg est comprise entre celle des
LDL et celle des HDL. Elle contient essentiellement deux apolipoprotéines, l'apo (a)

et l'apo B {fig. 4).
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2. Classification en fonction de la taille et de la masse moléculaire
des lipoprotéines

En premiére approximation, il existe une relation inverse entre la taille et la den-
sité des lipoprotéines (tab, 2). Les plus grosses lipoprotéines, les chylomicrons,
ont un diamétre qui peut atteindre 1 pm, soit le dixieme d'un lvmphocyte circu-
lant. A l'inverse, les HDL ont une taille comprise entre 6 et 10 nm. Cependant, la
relation taille-densité n'est pas toujours obhservée. Ainsi la Lp(a), dont la densité
est supérieure aux LDL, a une taille comprise entre celle des VLDL et des LDL.

3. Classification en fonction de 1a mobilité électrophorétique

En milieu alcalin, les lipoprotéines plasmatiques sont chargées négativement ei
peuvent éire séparees par ¢lectrophorése sur acétate de cellulose ou gel d'agarose,
Par analogic avec les protéines sériques, les lipoprotéines ainsi séparées peuvent
¢tre classées en o-lipoprotéines correspondant aux HDL, en B-lipoprotéines cor-
respondant aux LDL et en pré-B-lipoprotéines correspondant aux VLDL. Certaines
HDL naissantes, trés denses, ont une mobilité de pré-f-lipoprotéines. Les chylo-
microns ne sont pas chargés et ne migrent donc pas en ¢lectrophorése (tab. 2).

Tablean 2. Principales propriétés des lipoprotéines séparées en fonction de leur densité

Demsili IInI:IHti_ Diamitra Mazse moléciabe . P'[innlpalu:.r.
Elecirmhoridigue imin) maysnne (kbap | apolipoproteimes

Chylomicrons | <0.94 origine 100-1000 | 1000000 | B4
VDL | 08a-1006 | pre-fs T 7500 . Bln.C
L | OLDOG-1019 | peEflente | 2535 | 4000 . BINE
m | OLDIS10ET | i Coasl 200 L Blo0
DL, T SRR a I STR 400 YT
HOL, | LlEsLEe | a [ ST 200 BT

La mohilité E|E|:1'l|'|:l|:|-|'rlill'|!|:i[|LrE et rnauree sur acétate de cellulns:e apHE?
WLOL, very fow densiy Kpspraters ; 10U, infermediany density Kpoprolens ; LDL, fw densily Spoprafedes ; HOL, high densily Npoprolerns.

4. Classification en fonction de la composition en apolipoprotéines

Les lipoprotéines simples ne contiennent qu'une seule apolipoprotéine, par exem-
ple, la LpAL la LpB, la LpE. Les lipoprotéines complexes contiennent deux ou plu-
sieurs apolipoprotéines et sont désignées par I'ensemble des apolipoprotéines qui
les composent, par exemple, LpB:E, LpALAIL LpB:CIIECLE. ..

5. Autres classifications

Dillérents réactils peuvent aussi étre utilisés pour former des complexes insolubles
avec certaines lipoprotéines et laciliter leur séparation. Les plus utilisés somt
I'héparine, le sulfate de dextran ou l'acide phosphotungstique en présence de sels
de magnésium, manganese ou calcium. Ces méthodes trés simples sont trés utili-



Tome 2

| B Biochimie fondamentale

sees pour précipiter les lipoprotéines de basse densité et permettre le dosage des
lipides dans les fractions a des fins diagnostiques.

C. Composition des lipoprotéines

Le tableau 3 résume la composition lipidique et protéique des lipoprotéines. Ce
sont des valeurs moyennes pour un individu normolipémique a jeun (excepté
pour les chylomicrons qui ne sont présents quen période postprandiale). Ces
valeurs varient d'un individu a l'autre et en fonction de lalimentation du sujet.

Tableau 3. Compasition schématique des lipoprotéines plasmatiques humaines

Chybomicross Vil LoL HoL
Densité < 0,34 0,94-1,006 1,006-1.063 1.063-1210
% protéines 2% 10 % 2% 50 %
% lipides ] 98 % 90 % 5% 50 %
Lipides majours % | 18 C,PL e
hpalipoprotéines majeures B43, G, AL AIV, AV E B10W C AV E B100 -ﬁ.l,_.ﬁll, AV
Enzymes LCAT, CETP

Il 5'agit d'une compesifion indicztive, n pourcentage de la masse de chagee composant,

A titre indicattt, 1a composition en male/male de lipoprotéine d'une VLD est |2 suivante - cholesténgd, ? 180 moles ;
phospholipides, 3 210 moles ; traglycérides, 7000 moles ; estars de cholesiénod, 1 380 moles ; apo B100, T mole ;

apo G, 5 meales ; apo CH, 13 moles ; apo CIUL, 37 males ; apo E § males.

TG, trigheéndes ; C ; cholestéral ; PL, phospholspides ; VLOL. wery fow density Spoprofeing ; LOL, fow denaily Mpponhedas ;
HOL, iigh ceasiy Faoprolains.

’TI. Métaholisme des lipoprotéines

A. Chylomicrons

1. Formation dans I'entérocyte

Les lipides d'origine alimentaire sont émulsiliés dans l'estomac puis dans Uintestin
par les sels hiliaires (fig. 7). Cette émulsion augmente leur réactivité vis-a-vis de la
lipase pancréatigque qui hydrolyse les liaisons ester en position 1 et 3 des riglycé-
rides, Les phospholipides sont hydrolysés par des phospholipases Al et A2 et les
esters de cholestérol par une cholestérol estérase. Les 2-monoglycérides et les aci-
des gras peuvent alors &ire captés par les entérocytes et ére utilisés pour la syn-
these des triglycérides qui forment 'essentiel du chylomicron sécrété. De méme les
entérocytes procedent & une resynthése de phospholipides et d'esters de cholesté-
rol (a partir du cholestérol luminal d'origine alimentaire ou biliaire et dont les
transporteurs entérocytaires ont trés récemment éié identitiés). Griace a la MTP,
l'apo B48 va s'associer aux phospholipides pour permettre la siabilisation de la
lipoprotéine qui contiendra aussi le cholestérol et les autres apolipoprotéines syn-
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Figure 7. Métabolisme des chylomicrons

Acides pras {::_

thétisées dans l'intestin, La synthése intestinale des chylomicrons débute trés rapi-
dement aprés un repas. Ces derniers sont alors sécrétes dans la lvmphe et ils appa-
raissent dans la circulation quelques minutes aprés. Leur demi-vie plasmatique est
trés breve (20 a 30 minutes).
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2. Métabolisme vasculaire

Aprés sécrétion dans le liguide interstitiel, les chylomicrons gagnent la circulation
plasmatique et des apolipoprotéines C et E leur sont translérées en provenance des
HDL tandis qu'ils ceédent leurs apo Al et AIV. L'apo CII permet aux chylomicrons
d'étre reconnus par la lipoprotéine lipase (LPL). Cette enzyvme synthétisée par les
adipocytes et les myocytes est fixée par des chaines oligosaccharidiques a la mem-
brane externe des cellules endothéliales des vaisseaux capillaires du tissu adipeux
et du tissu musculaire, La LPL est libérée dans la circulation générale aprés une
injection d’héparine, propriété qui rendra possible son dosage. Son expression est
controlée par l'insuline, elle est donc abondante en période postprandiale. La LPL
activée par lapo CII hydrolyse les triglycérides. Les acides gras et le glycérol libé-
rés sont caplés par les tissus et utilisés a des fins énergétiques.

3. Captation par les récepteurs hépatiques

Lors de la lipolyse intravasculaire, I'hydrolyse des triglycérides s'accompagne
d'une forte réduction de la taille du chylomicron. Des phospholipides de surface
el une partie des apo C et Al des chylomicrons sont transférés aux HDL. Les HDL
vont en outre échanger des esters de cholestérol avec des triglvcérides des chylo-
microns. Les chylomicrons résiduels enrichis en esters de cholestérol sont consti-
tués d'apo B48, d'apo E et de lipides. 1ls seront captés par les hépatocytes par
lintermeédiaire de récepteurs reconnaissant l'apo E. Le récepteur hépatique des
« chylomicrons résiduels » sert au catabolisme des chylomicrons d'origine intesti-
nale partiellement métabolisés par la lipoprotéine lipase. Ce récepteur présente des
analogies structurales avec le LDL récepteur et a été dénommeé « LRP » (LDL-
receptor related protein). Ce récepteur n'est pas spécifique des « chvlomicrons
résiduels », il reconnait aussi I'alpha-2-macroglobuline plasmatique et d’autres
ligands. Il lonctionne par endocytose. Son activité sur les lipoprotéines est aug-
mentée par la sécrétion hépatique d'apo E et recapture de cette apo E par les chy-
lomicrons. L'expression du LRP n'est pas régulée par le cholestérol cellulaire. Apres
internalisation, les « chyvlomicrons résiduels » seront dégradés par les cellules.

B. VLDL

Les VLDL sont synthétisées par lhépatocyte et sécrétées dans la circulation san-
guine (fig. 8). Les triglveérides des VLDL sont synthétisés a partir des acides gras
et du 3-phosphoglycerol. La synthese des acides gras a partir de Pacétyl CoA est
favorisée par I'insuline en période postprandiale. Au contraire, en absence d'insu-
line, Mactivation de la wriglycéride lipase du tissu adipeux provoque un afflux d'aci-
des gras vers le foie. L'apo B100, protéine de structure des VLDL hépatiques, est
synthétisée dans lhépatocyte. La régulation de la synthése du cholestérol et des tri-
glycérides hépatiques est capitale pour la sécrétion des VLDL. En effer, si la synthése
de lipides est insuflisante, I'apo B sera dégradée et les VLDL ne seront pas sécrétées.
De méme, la MTP est indispensable a I'assemblage et a la sécrétion des VLDL par le
foie. Dans le réticulum endoplasmique de la cellule, la MTF se lie aux molécules
d'apo B au cours de leur synthése et les charge de lipides pour former les lipopro-
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Figure 8. Métabalisme des VLOL

téines matures qui seront sécrétées. Le déficit en MTP conduit a une a-béalipopro-
téinémie. La MTP est une cible potentielle pour le traitement des dyslipidémies.

Les VLDL sont sécrétées quelques heures apres un repas, lorsque Tinsulinémie a
diminué. Dans le compartiment vasculaire, le métabolisme des VLDL est similaire
a celui des chylomicrons bien que plus lent. La demi-vie des VLDL est d'enviran
4 heures. Elles regoivent des apo C et E par transfert a partir des HDL. Comme
pour les chylomicrons, le catabolisme des TG des VLDL est assuré par la LPL acti-

189
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viée par lapo ClL. Les acides gras sont délivrés aux tissus et les apo C et les phos-
pholipides transtérés aux HDL. Pendant la lipolyse vasculaire, les VLDL regoivent
des esters de cholestérol en provenance des HDL auxquelles elles fournissent des
triglycérides. Ces transferts sont catalysés par la CETP (fig. 5).

Les lipoprotéines de densité intermédiaire qui en résultent et que I'on appelle TDL
(intermediary density lipoproteins) sont riches en esters de cholestérol et en apo E.
Elles ont une tres forte affinité pour les récepteurs hépatiques de I'apo E et donc la
majorité des IDL sont internalisées trés rapidement par les récepteurs hépatiques,
LRP et LDL récepteur, puis dégradées. Le mécanisme moléculaire d’action du LDL
récepteur sera detaille avec le métabolisme des LDL.

[Yautres récepteurs des VLDL ont été décrits au niveau des tissus périphériques.
Ils reconnaissent aussi I'apo E et pourraient jouer un role dans le métabolisme des
VLDL,

C. LDL

1. Meétabolisme par le LOL récepteur

Aprés lipolyse des VLDL en 1DL., une partie des 1DL est transformée dans la circu-
lation en LDL par action de la lipase hépatique (HL). Les LDL sont des lipoprotéi-
nes plus petites, riches en esters de cholestérol et pauvres en apo E. L'apo B10O
reste lice a la particule lipidique depuis sa sécrétion hépatique sous forme de
VLDL, jusqu'a sa dégradation finale. Les LDL ont une demi-vie de plusieurs jours,
leur apo B1OO peut étre reconnue par tous les LDL récepteurs présents sur les tis-
sus. La durée de vie plus longue des LDL est due a leur faible contenu en apo E et
a la moindre affinité des récepteurs LDL pour 'apo B que pour l'apo E. Les LDL
sont internalisées par un mécanisme d'endocytose dans les cellules (fig. 9) et
dégradées dans les lysosomes o les esters de cholestérol sont hydrolysés. Dans la
cellule, le cholestérol contribue a I'architecture des membranes. En outre, dans les
cellules spécialisées, le cholestérol est le précurseur de la synthése des hormones
stéroides ou des sels biliaires. L'augmentation de la concentration en cholesiérol
non estérifié dans les membranes cellulaires :

» stimule 'ACAT et l'estérification du cholestérol permettant son stockage ;

* inhibe sa propre svnthese en inhibant lactivité de l'enzyme clé 'HMG-CoA
réductase,

1l existe aussi un autre niveau de régulation par le cholestérol que l'on appelle « la

voie SREBF » (fig. 91, qui permet la régulation du taux d'expression des genes

codant 'HMGCoA synthase, THMG-CoA réeductase et les récepteurs LDL ¢

* quand la concentration intracellulaire en cholestérol est importante, SREBP (ste-
rol response element binding protein) est sequestrée dans la membrane du réticu-
lum endoplasmique par interaction avec SCAP (SREBP-cleavage activating pro-
tein), qui interagit elle-méme avec INSIG-1 (insulin-induced gene-1) ;

» gquand la concentration en cholestérol devient insuffisante, la voie de maturation
de SRERP est activée. SCAP perd son affinité pour INSIG-1 et assure le transfert
de SREBP vers I'apparcil de Golgi. Deux hydrolyses successives libéreront SREBP
mature soluble, qui migrera dans le noyau ou elle joue le role de facteur de irans-
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cription en se lixant sur des éléments de réponse aux siérols ou SRE (sterol res-
ponsive element) et induisant alors 'expression de plusieurs genes codant des
protéines impliquées dans la syntheése endogeéne du cholestérol {genes codant
'HMG-CoA synthase et THMG-CoA réductase} et dans l'entrée du cholestérol
dans la cellule (gene codant le récepteur LDL).

Cellules périphériques | Circulation sanguine
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SREBF, sterof response element binding protein ; SRE, sterol response element (séquence nucléo-
ticlique de PADMN située sur le promoteur de certaing genes e capalbdle de reconmaitre spécifique-
ment la SREBF) ; SCAP, SREBP-cleavage activating protein (protéine permettant le trafic de SREBP
du réticulum endoplasmigue vers I'appareil de Golgi quand les concentrations intracellulaires en
cholestérol sont faibles) | INSIG-1, insulin-induced gene-1 (protéine de rétention de SCAP dans le
RE quand les concentrations intracellulaires de cholestérol sont importantes) ; CE: cholesiérol
estérifié ; LOL-R, LOL récepteur ; ACAT, acylCoA-cholestérol-acyltransférase (enzyme d'estérifica-
tion du cholestérol),

Figure 9. Métabolisme des LDL et régulation cellulaire de ["homéostasie du cholestérol
par Ia voie SEEBP

La biosyntheése des récepteurs LDL est aussi contralée par certaines hormones (sti-
mulation par la thyroxine et les cestrogénes).
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Ces récepteurs servent a la lois a lapport de cholestérol aux tissus extra-hépatiques
el au catabolisme des lipoprotéines par le foie. La régulation des récepteurs LDL
par le cholestérol intracellulaire est un facteur déterminant de la cholestérolémie.
L'absence ou le déficit génétique en récepteurs LDL conduit a4 une accumulation
des LDL caractéristique de hypercholestérolémie familiale.

2. Oxydation des LDL et cataholisme par les « scavenger récepteurs »
Sous l'influence de différents facteurs, les LDL sont susceptibles d'ére oxydées.
L'oxydation a liew a la fois sur Papo B et sur les lipides. Ce phénoméne d'oxydation
se produit dans la circulation sanguine, ou lorsque les LDL circulantes traversent
I'endothélinm vasculaire lésé et se trouvent au contact des cellules de l'espace
sous-endothélial (cellules endothéliales, cellules musculaires lisses, monocytes-
macmphagcs}_ Contrairement aux LDL natives, elles ne sont Pll.l.ﬁ- TECONMUEs par
le réecepteur LDL mais par des récepteurs dits « éhoueurs » ou « scavenger » pré-
sents a la surface des macrophages et des cellules musculaires lisses. Ces récep-
teurs ne sont pas régulés par le contenu intracellulaire en cholestérol et par consé-
quent les cellules se chargent en cholestérol indépendamment de leurs hesoins.
Laccumulation de cholestérol dans les macrophages conduit a la formation des
cellules spumeuses, caraciéristiques de la plaque d'athérome.

D. HDL et transport inverse du cholestérol

1. Formation des HDL et remodelage vasculaire

Les HDL jouent un réle central dans le métabolisme plasmatique des lipoprotéi-
nes. Elles peuvent étre considérées comme la plaque tournante des échanges de
lipides entre lipoprotéines, et entre lipoprotéines et cellules (fig. 10). Leur hétéro-
généité est tres grande.

Les HDL naissantes sont synthétisées essentiellement dans le foie. Des travaux
récents suggérent aussi une part non négligeable de la production des HDL par
lintestin par un mécanisme d’elflux de cholestérol vers de I'apo Al libre circulante.
Les HDL néosynthétisées sont discoidales et constituées de phospholipides, de
cholestérol, dapo E, Al et C et de LCAT. Elles sont d'excellents accepteurs du cho-
lestérol cellulaire. Les HDL peuvent aussi provenir du remodelage intravasculaire
des autres lipoproteines. En effet, dans le plasma, des apo C, Al et E et des lipides
de la couche superficielle des chylomicrons et des VLDL {aprés action de la LPL)
contribuent a former les HDL.

Dans la circulation, le cholestérol des HDL est estérilié par la LCAT activée par
I'apo Al Les esters ainsi formés migrent alors a l'intérieur de la lipoprotéine et con-
duisent a la formation des HDL, globulaires. Ces lipoprotéines sont de bons accep-
teurs pour le cholestérol cellulaire qui sera lui aussi rapidement estérifié par la
LCAT dans les HDL. L'action de la CETP permet aux HDL de s'enrichir en trigly-
cérides aux dépens du cholestérol estérifié. Tous ces echanges lipidiques vont con-
tribuer & des modifications de structure des HDL, qui deviendront plus grosses et
plus légeres et qui seront appelées HDL,.

Dans les capillaires hépatiques, les phespholipides et les riglycérides des HDL,
sont hydrolysés par la lipase hépatique (HL). Des apo Cet E et des phnsphnlipidﬂs
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séliminent de la couche peériphérique. Les HDL, sont alors retranslormées en
HDL,, ou captées par le loie, le rein ou les glandes surrénales. La PLTP joue un
riole important dans ce remodelage.

Le catabolisme des HDL est tres complexe a cause des perpétuels remaniements,
des transferts et des échanges avec les cellules et avec d'autres lipoprotéines. 1l est
donc ditficile de préciser la durée de vie movenne d'une HDL. Cependant, la demi-
vie plasmatique des apo Al et All est de guatre a six jours. Une grande partie de
I'élimination de I'apo Al se fait par voie rénale.
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C, cholestérol ; CE, cholestérol estérifié; TG, trighvoerides; PL phospholipides ; apo,
apolipoprotéine ; SR-BIl, scavenger récepteur de classe B type | (récepteur des HDL) ; ABCAT, ATP-
hinding cassette 7 (transporteur ionigue avant un domaine de fixation de FATP et impligué dans
l'efflux de cholestérol cellulaire dépendant de 'apo Aly; ABCOT, hémitransporteur de la famille
des transporteurs ABC (en homodimére ou hétérodimere avec ABCGA, il est impliqué dans "eifiux
de cholestérol cellulaine vers les HDL).

Figure 10. Métabolisme des HDL et transpart inverse du cholesténol
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2. Catabolisme hépatique des esters de cholestérol des HDL

Le seul site de catabolisme du cholestérol est le foie, oi le cholestérol est ransformeé
en acides et en sels biliaires, Nous avons vu qu'une partie du cholestérol alimentaire
retournait au foie par lintermédiaire des chylomicrons résiduels et du récepreur
LRP. Dans la circulation grice a la CETP, les chylomicrons s'étaient enrichis en
esters de cholesiérol provenant des HDL. Le méme mécanisme a lieu avec les IDL.
Les HDL peuvent done diriger vers le foie des esters de cholesiérol par la voie des
récepteurs des lipoprotéines de basse densité. 11 a récemment é1é montré qu'un
récepteur hépatique appelé SR-BI (scavenger récepteur de classe B type 1) pouvail
translérer a heparocyte des esters de cholestérol des HDL sans internalisation de
la lipoprotéine. Ce mécanisme de capration sélective des esters de cholestérol, dif-
férent du mécanisme d'endocytose, nécessite de I'énergie car il suppose le transfert
d'une molécule apolaire a travers la couche aqueuse présente entre la lipoproiéine
et les cellules. Ce récepteur SR-BI reconnait spécifiquement I'apo Al et libere dans
la circulation des HDL moins riches en esters de cholestérol. Le cholestérol estérifié
par la LCAT dans les HDL peut done retourner au foie soit par les récepteurs de
lipoprotéines de basse densité grace a la CETP, soit directement par SR-BI.

3. Efflux du cholestérol cellulaire par les HDL

Les HDL, nous Pavons vu, sont les seules lipoprotéines capables de capter le cho-
lestérol cellulaire et donc d'assurer le retour vers le foie du cholestérol de l'orga-
nisme. Ce mécanisme est capital au niveau du tissu artériel. En effer, lMaccumula-
tion de cholestérol estérifie dans certaines cellules comme les macrophages
constitue un risque majeur de développement de la plaque d'athérome.

Au plan cellulaire, ce mécanisme peut éure passil lorsque le gradient de cholestérol entre
les membranes cellulaires et la surface des HDL est suffisant, cela implique une forte
activité de la LCAT pour estérifier le cholestérol au fur et a mesure de son transfert.
Cependant, le passage du cholestérol vers les cellules peut étre facilité par I'inte-
raction directe des HDL avec des récepteurs membranaires. Le récepieur SR-BI
pourrait jouer ce role, mais aussi 'hémitransporteur ABCG1 (de la famille des
transporteurs a ATP-binding cassette [ABC]} en s'homodimeérisant ou en s’hétéro-
dimérisant avec ABCGH.

Une voie directe d'efflux de cholestérol vers l'apo Al non associée a des lipides a
aussi ¢1¢ mise en évidence. Elle implique ABCAL (autre ransporteur de la famille
des ABC) dont le déficit chez certains patients conduit a 'absence d'efflux de cho-
lestérol cellulaire au niveau des tissus périphérigues et a un effondrement des HDL
plasmatiques (maladie de Tangier).

ﬁll. Cibles thérapeutiques

Différentes voies du métabolisme des lipides et des lipoprotéines peuvent étre des
cibles thérapeutiques pour le traitement des dyslipidémies : voie d'entrée du cho-
lestérol dans l'organisme, voie de synthése des lipides endogénes, voies cataboli-
ques vasculaires et cellulaires.

Les fibrates diminuent la concentration en triglyeérides circulants par inhibition
de leur synthése hépatique et par activation de leur catabolisme via la LPL dans le
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compartiment vasculaire. Leur mécanisme d'action passe par la régulation trans-
criptionnelle de l'expression de génes via le récepteur nucléaire peroxisome proli-
ferator-activated veceptor (PPAR) alpha.

Les statines inhibent la synthese du cholesiérol endogéne en agissant sur
I'HMG-CoA réductase, enzyme clé dans la voie de biosynthése du cholestérol. La
diminution de la teneur en cholestérol dans la cellule hépatique conduit alors a
l'augmentation de 'expression des récepteurs aux LDL, a la captation des lipopro-
téines circulantes et a la diminution de la concentration en cholestérol circulant.
En plus de leurs effers hypolipidémiants, les librates et les statines exercent des
effets dits pléiotropiques sur les composantes inflammatoires et vasculaires de
l'athérogenése, et diminuent ainsi le risque cardio-vasculaire chez 'homme.

Les résines agissent dans le tractus intestinal on elles captent le cholestérol d'ori-
gine alimentaire et biliaire, favorisant son élimination dans les féeces. L'inhibition
du recyclage du cholestérol par le cycle entéro-hépatique favorise la conversion du
cholestérol en acides biliaires dans le foie.

L'ézétimibe, molécule de découverte récente, est un inhibiteur de I'absorption
intestinale du cholestérol. 1l agirait sur les transporteurs membranaires de choles-
térol présents a la surface de l'entérocyte.

L'action combinée de plusieurs molécules peut conduire a des effets additionnels
voire synergiques sur les concentrations en lipides circulants. Un traitement par
I'ézétimibe potentialise la diminution de la cholestérolémie induite par les statines.

Conclusion

Le métabolisme des lipoprotéines plasmatiques est un phénomeéne complexe
dépendant entre autres de l'apport de lipides alimentaires, de la synthése hépatique
et de 'utilisation des graisses du tissu adipeux, Certains systemes sont redondants
et 'organisme met tout en ceuvre pour éviter la survenue de carences en lipides.
Les dyslonctionnements du métabolisme des lipoprotéines conduiront essentielle-
ment & des pathologies de surcharge. Les régulations hormonales agissent au
niveau des synthéses endogénes de lipides, de la synthése du récepteur LDL et au
niveau du tissu adipeux. 1l faut toujours avoir a l'esprit qu'il s'agit de systemes
dynamiques et que I'¢tude des lipides et des lipoprotéines plasmatiques a jeun ne
pourra donner gqu'une vision a un instant donné de ce métabolisme.

L'essentiel de la guestion

Les lipoproteines plasmatigues sont des complexes macromoléculaires assurant le
transport des lipides en permettant leur solubilisation par des proteines spécifigues
appelées apolipoprotéines.Les lipides (cholestérol, triglycérides et phospholipides)
peuvent étre d'origine alimentaire ou d'origine endogéne {synthése hépatique). Les
lipoprotéines assurent l'apport des lipides aux cellules périphériques. Cependant,
comme le cholestérol ne peut &tre catabolise que par |'hepatocyte, elles doivent
donc aussi assurer leur retour au foie.
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Les apalipoprotéines jouent un réle fondamental dans la structure des lipoproté&ines.
Elles sont aussi cofacteurs d’enzymes et de protéines de transfert transportées ou
non par les lipoprotéines. Elles permettent I'interaction spécifique des lipoprotéines
avec les cellules grace a leur reconnaissance par des récepteurs cellulaires spécifi-
ques, reconnaissance qui gouverne alors en partie leur métabolisme.
L'hétérogénéité des lipoprotéines et leur remaniement constant au cours de leur
metabolisme rendent difficile leur classification. C'est |a classification en fonction
de leur densité gui est la plus utilisée. On distingue alors les chylomicrons, les
VLDL, les LDL, les HDL et la Lp(a).

Les chylomicrons sont constitués de lipides alimentaires et sont sécrétés par I'enté-
rocyte. Aprés une lipolyse partielle, fes « chylomicrons résiduels = sont captés par
le foie.

Le foie contribue a la formation des VLDL & partir des lipides alimentaires et endo-
génes. Les VLDL sécrétées dans la circulation sanguine vont subir une lipolyse et un
échange de leurs triglycérides contre des esters de cholestérol venant des HOL. La
cascade lipolytique va conduire aux |DL puis aux LDL.

Les LDL sont reconnues par toutes les cellules ayant besoin de cholestérol et expri-
mant le LDL récepteur. Si les LDL stagnent dans le lit vasculaire, elles peuvent alors
subir des modifications telles que I'oxydation. Elles seront alors reconnues par
d'autres récepteurs présents en particulier sur les macrophages ou les cellules mus-
culaires lisses, ce qui conduit & la formation de cellules spumeuses,

Les HDL ont un réle majeur dans les échanges de lipides et de protéines entre les
lipoprotéines ainsi que dans "efflux du cholestérol cellulaire. Elles assurent le retour
du cholestérol de I'organisme vers le foie par un mécanisme appelé = transport
inverse du cholestéral =.

Les lipoprotéines résultent donc d'un équilibre dynamique dépendant de |'apport
alimentaire et des besoins de |'organisme. Elles subissent des remaniements per-
manents résultant d'echanges et de transferts de lipides et de protéines par interac-
tion entre elles et avec les cellules.

Pour en savoir plus
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I ! existe une régulation entre les activifés de synthése et de dégradation des acides
gras et des triglycénides (TG). Cette régulation est modulée par "élat nutritionnel et
hormonal. La lipogenése vise 3 la synthése de novo des acides gras (AG) et leur capta-
fion par les adipocytes. Il y a ensuite estérification du glycérol et mise en réserve s0us
forme de triglycérides. Inversement, la lipolyse correspond aux activités visant a
I"hydrolyse des liaisons entre le glycérol et les acides gras, & la libération puis a ['oxy-
dation des acides gras dans différents tissus.

[ l. Généralités

A. Principaux acides gras

Les acides gras sont des acides carboxvliques répondant a la formule générale sui-
vante lorsqu'ils sont saturés ;

CH, - (CH,)_ - C,,,00H

L1}

lls peuvent également étre monoinsaturés (une double liaison) ou polyinsaturés
(deux doubles liaisons ou plus). Certains acides gras ne peuvent étre synthétisés
par l'organisme. Ils sont dits « essentiels » (acides linolénigque et linoléique).

fambre de doubies Haismns -

Mombre de carhones ROSHENTS) — Hien: common
B : il _. An.-ﬁﬁprﬂique
10 j i : AL, caprigue
12 0 Ac. laurique
o 14 0 e, myristigues
Ir ] c. myristoléigue
15 T . palmitique
16 ; 1% Ae. palmitoiéigue
18 i . stéarique
18 15} | e oleique
) 219.12) | Actinglsique
18 3912080 | Ac linalénique
Zi_ i ‘ A, arachique
20 A(58,11,14) | Ae. arachidonique

Les concentrations plasmatiques moyennes en acides gras libres varient de 100 a
1 200 pmol/L. Les acides gras plasmatiques sont transportés par lalbumine.



Mdtabalizme das acides gras ef des fnglycéndes ) ,L

B. Origine des acides gras libres circulants

Chez I'homme, la majorité des acides gras sont exogenes : lapport alimentaire cou-
vre largement les besoins de l'organisme. Toutefois, de nombreuses cellules, mais
surtout les hépatocyies et adipocytes, sont capables de synthétiser des acides gras
endogénes, Normalement, le niveau de synthése est bas saul en cas de régime
hyperglucidique oi I'acétyl-CoA issu de la glycolyse emprunte la voie de synthese
des acides gras. L'origine des acides gras dépend de Pétat nutritionnel de
I'organisme :

peux sont hydrolvsés. Les acides gras, libéres dans le plasma, se lient a Talbu-
mine puis sont délivrés aux differents tissus. Le passage transmembranaire des
acides gras était considéré autrefois comme un processus non spécifique. Tl appa-
rait maintenant comme spécifique et implique la présence d'une protéine trans-
porteuse, la FABP (plasma membrane fatty acid-binding protein}. Ce transport est
sodium-dépendant et est probablement régulé par différentes hormones. Les aci-
des gras sont soit métabolisés avec production d'énergie, surtout au niveau hépa-
tique, soit mis en réserve de nouveau dans les lipides tissulaires ;

» apris les repas, les graisses animales ou végétales sont absorbées et ne fournis-
sent que des triglycérides a chaines longues {TCL). Ceux-ci, en présence de sels
biliaires, forment des micelles duodénales qui sont T'objet d'une hydrolyse pan-
créatique (lipase). Le transfert des AG libres dans l'entérocyte conduit a une
réestérification du glycérol en TCL et 4 leur sécrétion sous lorme de chylomi-
crons dans le systeme lymphatique puis dans la circulation générale via le canal
thoracique (voir « Métabolisme des lipoprotéines »). Les TCL sont alors hydroly-
sés par la lipoprotéine lipase endothéliale. Une fois a Uintérieur des cellules, les
AG libres sont estérifiés en TG ou en phospholipides.

]_‘Ii. Biosynthése des triglycérides

La synthese des lipides membranaires (glycérophospholipides) se fait dans toutes
les cellules des organismes vivants. La synthése des triglycérides se fait dans les
adipocytes et un pen dans d'autres cellules (hépatocytes, entérocytes). La synthése
de ces différens glycérolipides a partir du glycérol a été décrite par E. P, Kennedy.,
Dans les entérocytes, ce sont les 2-monoacylglveérols qui sont réestérifiés en tria-
cylglycérol par les acides gras a longues chaines préalablement activés sous forme
d'acyl-CoA. Le 2-monoacylglycérol ainsi que les acides gras proviennent de
I'hydrolyse des lipides alimentaires par la lipase pancréatique.
Au plan adipocytaire ou hépatocytaire, la synthese des TG requiert une source de
glycérol 3-phosphate qui sera fournie par la glycolyse (fig. 1). Deux voies de pro-
duction existent :
* la premigre est présente a la fois dans Padipocyte et lhépatocyte. Le dihydroxya-
cétone phosphate est réduit en glycérol 3-phosphate par la glycérophosphate
déshvdrogénase ;
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* la seconde voie de production se trouve uniquement dans le foie : conversion du
glycérol libre en glycéro-3-phosphate par la glycérol kinase. Cela implique qu'en
cas d'hypoglycémie ou de concentration basse en insuline, l'adipocyte ne captant
plus de glucose ne pourra pas synthétiser le glycérol 3-phosphate.

FOME

Clucose

Clveolyse

Dihvdroxyvacdtone
phosphate

saAaDH», He Glycérophosphate

Deshwvdropénase
NALR
Cilycérnl 3-phosphate

Glycérol-kinase

Cibyeeral

TIS5LS ADIPELX

Cilucose

Glycalyse

Dikwdronyacdtone
phasphate

MADH®, H? Clycérophosphate
Drésknycdrogénace
PALD*

Glycérol 3-phosphate

Figure 1. Voies de production du glycérol 3-phosphate dans le foie et le tissu adipaux

La synthese des wriglyeérides (fig. 2) s'ellectue par transfert sur le glycérol 3-phos-
phate d'acides gras activés [associés au coenzyme A par une ligison thioester (acyl-
CoAll. Il y a quatre réactions : les deux premiéres sont des estérifications cataly-
sées par des glycerophosphates acyliransférases. La réaction est spécilique du gly-
cérol 3-phosphate et des acyl-CoA saturés ou insaiurés avant plus de dix atomes
de carbone. La meilleure efficacité de biosynthese est obtenue avec les acyls saturés

en C, . et C ., mais la position 2 est occupée par un acyl insaturé.
O 2R -0 = 5CoM - AG
HO) Glycérophosphate AC - 1 CoASH
P acyltransférase P H,0
e —— Phosphatidate
Glycérol 3-phosphate Acyde phosphatidique Phosphatase
L | . /
. - R =Co=5CnA
CoMSH - Al - AG

AL Dhacylglyeérol acyltransférase OH

Triglycéride Chacylghyoérol

Figure 2. Synthése des triglycérides
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Il y a apparition d'un acide phosphatidique qui est déphosphorylé par une phos-
phatidate phosphatase libérant le groupement phosphate et donnant naissance a
un diacylglycéral. La phosphatidate phosphatase est lenzyme régulatrice de la
syntheése des glycérolipides (voies de Kennedy), La transcription du géne de la
phosphatidate phosphatase est contrélée par linsuline. Une derniere estérifica-
tion catalysée par le diacylglycérol acyliransférase aboutit a la formation de trigly-
cérides.

Dans les adipocytes, les TG [ormés sont mis en réserve dans le cytoplasme pour
une mobilisation ultérieure dans un dessein énergétique. Dans le foie, les triglyce-
rides sont incorporés aux lipoprotéines de trés basse densité (very low denstity lipo-
protein — VLDL) qui, sécrétées dans le sang circulant, fourniront les substrats éner-
gétiques aux tissus,

WI. Catabolisme des triglycérides

On distinguera le catabolisme des riglveérides d'origine alimentaire au plan intes-
tinal et le catabolisme de ces molécules aux niveaux sanguin, hépatique et adipo-
cylaire,

A. Catabolisme intestinal des triglycérides d'origine alimentaire

La dégradation des triglycerides alimentaires est un événement important de la
digestion. Elle s'elfectue au niveau de lintestin gréle, Elle met en jeu la lipase, dont
la plus importante est la lipase pancréatique. Le substrat de cette enzyme étant
insoluble en milieu aqueux, il se présente sous forme de micelles. Le passage sous
la forme micellaire est favorisé par la présence de substances tensioactives, les aci-
des biliaires. L'action hydrolysante de la lipase enzymatique colipase-lipase est
adsorbée a l'interface triglycéride-eau et la lipase exerce son action catalytique.
Les différents produits de la degradation intestinale des wriglycérides (glyeérol, aci-
des gras libres, monoglyeérides ou diglycérides) sont absorbés par la muqueuse
intestinale. Selon les produits, deux destinées sont possibles : le glycérol et les aci-
des gras a chaine courte sont transportés dans le foie via la veine porte. Les mono-
glycérides, les diglycérides en les acides gras a longue chaine sont utilisés au niveau
des entérocytes pour la resynthese de triglycérides. Ces derniers rejoindront la cir-
culation sanguine via le systeme lymphatique sous lorme de chylomicrons.

B. Catabolisme tissulaire

L'hydrolyse des triglycérides peut intervenir aux niveaux extra- et intracellulaire,
Dans le premier cas, l'enzyme est la lipoprowine lipase (LPL) qui hydrolyse les tri-
glycérides des chylomicrons ou des VLDL au niveau de I'endothélium vasculaire.
Dans le second cas, la lipase hormonosensible catalyse lhydrolyse des wiglycérides
intracellulaires.
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1. Lipoprotéine lipase

L'hvdrolyse des triglyeérides par la lipoprotéine lipase est une étape imporiante
pour la mise en réserve des acides gras. La LPL est synthétisée dans bon nombre
de cellules mais tout particulierement dans les adipocytes et les cellules musculai-
res. Apres sa synthese (stimulée par l'insuline et I'adénosine), elle est transportée
jusquian capillaire sanguin oi elle se fixe sur la face luminale des cellules endothé-
liales par l'intermédiaire d'un colacteur indispensable : I'apo CIL Puis, elle se lie
aux glveosvlaminoglveannes de Fendothélium vasculaire, Son role essentiel est de
permettre aux lipoprotéines circulantes les plus riches en triglycérides (VLDL et
chylomicrons) de livrer leurs AG aux tissus. Les acides gras libérés seront, pour la
majorité, utilisés par les tissus qui vont les oxyder (cellules cardiaques ou muscu-
laires) ou les mettre en réserve sous forme de TG (adipocytes). Une faible partie
des AG ne sera pas captée et se [ixera a l'albumine plasmatique.

La lipoprotéine lipase a une faible spécificité de substrat. Elle hydrolyse aussi bien
les TG des chylomicrons que ceux des VLDL, L'acide gras estérifiant le glveérol
peut &tre a chaine longue ou moyenne, saturé ou insaturé. La LPL hydrolyse les
TG a la surface des particules, agissant ainsi a Uinterface lipide-cau, l'enzyme étant
hydrosoluble. 11 a é1¢ envisagé également qu'elle posséde une activité phospholi-
pasique. Ainsi, en hydrolysant partiellement les phospholipides superficiels des
chylomicrons, elle aurait acces au copur des particules constitué par les triglycéri-
des. L'activité de la lipoprotéine lipase est régulée par de nombreux facteurs :

* ['apo CII a un role activateur ;

= les acides gras ont un eflet inhibiteur, cela constituant un rétrocontréle ;

= |'érat nutritionnel :

— dans la période postprandiale, les TG circulants sont destinés essentiellement
a la mise en réserve et donc captés prélérentiellement grice a la LPL du tissu
adipeux :

- a l'étar de jenne, les AG sont davantage hydrolysés par le tissu cardiagque que
par le tissu adipeux. Cela peut s'expliquer par l'existence d'enzymes a pro-
priétés cinétigques différentes. Les LPL du coeur ont un Km bas alors que
celui des LPL du tissu adipeux est dix {ois plus éleve. Ainsi, pour un taux
normal en triglycérides, la LPL du cceur est saturée alors que celle du tissu
adipeux ne 'est pas,

- a coté de cette régulation passive, il existe des mécanismes de régulation active,
Lactivité LPL est plus élevée dans le tissu adipeux d'animaux nourris que dans
celui d'animaux a jeun, et inversement pour le coeur. Ces changements d'activi-
1és sont sous controle hormonal et notamment celui de I'insuline qui stimule les
processus de synthese, de glvcosylation et de sécrétion de la LPL adipocyaire.

2. Lipase hormonosensible

Il s'agit dune triglycéride lipase cellulaire qui hvdrolyse les triglveérides au niveau des
hépatocytes qui ont été apportés par les lipoprotéines résiduelles du catabolisme des
chylomicrons et les VLDL. Cette lipase intervient apres la lipoprotéine lipase. Elle agit
également au niveau intra-adipocytaire, ou l'enzvme hydrolyse les wriglycérides de
réserve pour couvrir les besoins énergétiques lors du jetine, par exemple. Sous Faction
de trois lipases successives, les inglveérides sont hydrolysés en AG libres et glvcérol,
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La premiére enzyme intervenante est [a lipase hormonosensible qui scinde les liaisons
esters en 1 et/ou 3 — il sagit de 'étape limitante. Des lipases spécifiques des diglycéri-
des et monoglycérides achévent lhydrolyse. Le glveérol issu de Phydrolyse enzymati-
que est totalement libéré dans le plasma. 1l n'est pas réutilisé in situ pour la synthése
de TG, car sa ranslormation en glycérol 3-phosphate ne peut avoir lieu dans l'adipo-
cyte en raison d'une trés faible activité glveérol kinase. 1l est en revanche phosphoryle
dans I'hépatocyte o le glyeérol 3-phosphate sera wiilis¢ pour la synthése de TG ou
converti en dihydroxvacétone phosphate (DHAP) pour la néoglucogenése.

La régulation de l'activité lipolviique de Tadipocyie repose sur lactivation de la
lipase hormonosensible par un mécanisme de phosphorylation-déphosphoryla-
tion {fig. 3}, La phosphorylation spécifique de la lipase est catalysée par une pro-
téine kinase AMP cyclique dépendante.

Les périlipines ont récemment été mises en évidence dans ladipocyte, Elles ont un
effet inverse a celui de la lipase hormonosensible en protégeant les iriglveérides de
I'hydrolyse et en augmentant leur stockage, Leur régulation est modulée par un
mécanisme de phosphorylation-déphosphorvlation. Elles sont actives sous forme

déphosphorylée.

Hormane lipolitique

Membrane de "adipocyte
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Figure 3. Régulation intracellulaire de la lipase hormonasansible adipocytaire
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D'une fagcon générale, on admet que les hormones a action lipolytique (glucagon,
ACTH, adrénaline) provoquent une augmentation du taux intracellulaire d'AMP
cyclique en stimulant Factivité adénylate cyclase au niveau membranaire. Cest
I'étape d'activation de la lipolyse. La libération dans le cytoplasme de FAMP cycli-
que provoque I'activation de la protéine kinase qui entraine, en présence d'adéno-
sing triphosphate (ATP), la phosphorylation de la lipase inactive en lipase phos-
phorvlée active. Quant a l'action antilipolytique de l'insuline, elle ne dépendrait
pas uniquement du taux dAMP cyclique intra-adipocytaire. L'enzyme est inhibée
également par les acides gras non estérifiés : il s'agit d'une autorégulation.

C. Métabolisme des triglycérides dans le tissu adipeux

Il s'agit essentiellement d'un tissu de stockage des triglycérides et de distribution
des acides gras. Lhydrolvse des triglycérides des chylomicrons et VLDL par la lipo-
protéine lipase plasmatique produit des acides gras absorbés par les adipocytes.
Ceux-ci permettent la resynthese des triglycérides. 11 existe également, en fonction
des besoins, une lipolyse adipocytaire. La lipase hormonosensible hydrolyse les
triglycérides. Les acides gras sont mis a disposition des tissus consommateurs,
muscles et myocarde.

L'accumulation des triglyeérides dans Padipocyte induit Fexpression du géne de
la leptine. Cette hormone protéique a plusieurs tissus cibles. Elle peut traverser
les membranes, en particulier la barrigre hématoméningeée. Au niveau hypotha-
lamique, en se liant a son récepteur, la leptine induit une cascade de réactions
aboutissant a la production de neuropeptides inhibiteurs de I'appétit. La leptine
entraine une diminution de la mise en réserve des triglveérides.

D. Métabolisme des triglycérides dans le muscle ou le myocarde

Il s'agit de tissus qui consomment les acides gras. Ceux-ci proviennent de I'hydro-
lyse des triglycérides constitutifs des chylomicrons et des VLDL par la lipoprotéine
lipase plasmatique ou des acides gras libérés par les adipocytes. Ces acides gras
sont wtilisés pour couvrir les besoins énergétiques ou réestérifiés en triglycérides.
Toutelois, a la différence du tissu adipeux dont les acides gras des triglycérides
sont utilises ailleurs, le stock est ici constitué en vue d'une utilisation ultérieure
sur place.

ﬁv. Catabolisme des acides gras, la B-oxydation

Les acides gras sont des nutriments utilisés par les cellules pour produire de l'éner-
gie. L'oxydation des acides gras permet la production de FATP par differentes voies
métaboliques : cela constitue la lipolyse. Parmi ces voies métaboliques, on distingue :
la B-oxydation, le cyele de Krebs et la chaine respiratoire et mitochondriale,
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A. Acides gras saturés

lLa Eu-nx}rdatiun est une voie energetigque ¢ui s'effeciue, environ pour 90 %, au
nivean mitochondrial. 11 existe egalement une localisation peroxysomiale. Cette
voie oxydative mitochondriale fut mise en évidence par Knopp. De nombreux tis-
sus sont capables de réaliser la B-oxvdation {rein, muscle, tissu adipeux), mais elle
se déroule surtout dans le foie oir les acides gras proviennent essentiellement de
I'hvdrolyse adipocytaire des triglycérides. Les acides gras constituent une source
énergétique tres importante. On estime que leur oxvdation fournit plus de 40 %
des besoins énergétiques chez un sujet soumis & un régime normal. Leur dégrada-
tion libére une quantité d'énergie supérieure a celle que lournirait un méme poids
de glucose. La dégradation des acides gras aboutit a la formation dacéryl
coenzyme A, Avant de subir les quatre étapes de la B-oxvdation, les acides gras doi-
vent étre activés et transférés dans la mitochondrie,

1. Passage des acides gras du cytosol dans la mitochondrie

Il se fait en trois étapes © activation, transfert et libération.

a) Activation des acides gras

Il s'agit d'un préalable indispensable a leur métabolisme. L'adénosine triphosphate
(ATP) permet la formation d'une liaison thioester entre le groupe carboxyle d'un
acide gras et le groupe sulfhvdryle du coenzyme A (CoA). Cette réaction est cata-
lysée par lacyl-CoA synthétase : il existe trois tvpes d'enzymes en fonction de la
longueur de l'acide gras (C,-C,, C,-C,,, C,-C ). La réaction s'effectue en deux
etapes :

* [ormation d'un acyl adénylate :

L
+ ATP =—e R—OC—aAMP + P—FP

2P

» formation de lacyl-CoA :

] ]

R— —AMP + CoASH R=——C =—5CnA + AMP

Ces réactions sont librement réversibles. Toutelois, le pyrophosphate (PP} étani
hydrolysé par une pvrophosphatase (en donnant naissance a deux molécules
d'H PO}, il v a irréversibilité dans le sens de formation des acyl-CoA. Deux molé-
cules d'ATP sont wtilisées & chaque activation dacyl. En effet, FAMP libéré est
phosphorylé en adénosine-5'-diphosphate (ADF) en présence d'ATP et d'adénvylate
kinase.
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b) Transfert sur la carnitine

Les enzymes de la J-oxydation étant localisées dans la mitochondrie, les acyl-CoA
doivent [ranchir la membrane mitochondriale pour étre oxvdés. Les molécules
d'acyl-CoA a longues chaines ne peuvent pas traverser la membrane mitochon-
driale. Il v a transfert du fragment acyl sur un composé plus petit, la carnitine, qui
transporte acyl-CoA 4 travers la membrane mitochondriale (fig. 4). La fonction
alcool secondaire de la carnitine est estérifiée par lacide gras pour former acyl-
carnitine. Cette réaction se lait avec une faible variation d'énergie libre, de sorte
que la liaison acyl-carnitine représente une liaison riche en énergie. L'acylcarnitine
traverse la membrane interne mitochondriale grice & un transporteur, l'acylcarni-
tine translocase : l'entrée dans la matrice mitochondriale de I'acvlcarnitine est cou-
plée a la sortie de la carnitine en direction du cytoplasme.

Acyl-CoA CoASH
M
Extérieur
Carnifine Acylcarmitine
Membrane
T mitochondriale
|
Carnitine Acylcamitine
1
Intériour
Acyl-Coh CoASH

A acylcarnitine transfarase 1
B : acvlcamitine transidérase 2

Figure 4. Transport des acides gras a travers la membrane mitochondriale

¢) Libération de 'acyl-CoA

Dans lespace intramitochondrial, le groupement acyl est transféré sur le coen-
zyme A mitochondrial pour former un acyl-CoA qui peut subir la f-oxydation. Les
réactions du transfert sont controlées par les acylcarnitines transférase 1 externe
et 2 mitochondriales. La carnitine n'est pas nécessaire au translert des acides gras
a chaines moyennes {(C,, C ). Lacylcarnitine transférase situé sur la membrane
externe de la mitochondrie est I'enzyme la plus lente de la lipolyse. Elle catalyse
l'etape d'engagement de l'acide gras dans le métabolisme énergetique. 11 s'agit de
l'enzyme clé de la lipolyse.

2. Etapes de la B-oxydation

Chaque tour de B-oxydation ampute une molécule dacérvl-CoA. L'extrémité
COOH terminale est le point de départ de cette oxydation (fig. 5).
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Figure 5. B-oxydation intramitochondriale d'un acide gras saturé en C,; (acide palmitique)
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a) Déshydrogénation

La déshydrogénation des acyl-CoA est catalysée par des déshvdrogénases qui sont
des Hlavoprotéines a flavine adénine dinucléotide (FAD). Chacune est spécifique dun
groupe d'acides gras en fonction de la longueur de la chaine (la butyryl-CoA déshy-
drogénase agit sur les acides gras ayvant de quatre a huit atomes de carbone, l'octanoyl
déshydrogénase de C, a C,, et I'hexadécanoyl déshydrogénase a partir de C, ). Ces
enzymes interviennent uniquement dans le sens de la déshydrogénation au nivean
des atomes de carbone o et [} (ou 2 et 3), 1l se forme une double liaison trans entre
C, et C; et apparition du A**-trans-énoyl-CoA et d'une molécule de FAD réduite.
Cette derniére sera ramenée a I'état oxydé dans la chaine respiratoire avec un gain de
deux ATP. En effet, les hydrogénes sont captés par une flavoprotéine de la matrice,
FETF {electron transfer flavoprotein), celle-ci jouant le rdle de coenzyme transporteur
d'électrons, Une ETF déshydrogénase de la membrane interne de la mitochondrie
oxvde I'ETF et transmet les hydrogénases au coenzyme Q de la chaine respiratoire.

b) Hydratation de la double liaison

Cette réaction est catalysée par 'énovl-CoA hydratase. L'hydratation sur le car-
bone [3 est stéréospécilique : seul isomere L est formé. Des énoyls-CoA hydratases,
spécifiques des énoyls-CoA a chaine courte, sont aussi appelées « crotonases ». 1
existe aussi des énoyls-CoA hydratases spéciliques des énoyls-CoA a chaine longue.
Les énoyls-CoA hydratases sont peu spécifiques de Isomeére de la double liaison,
de la portion de la double liaison et de l'orientation de 'hyvdroxyl de la fonction
alcool @ ces propriétés vont permetire une B-oxydation des acides gras insaturés.

¢) Oxydation de la fonction alcool
L'oxvdation de la fonction alcool secondaire conduit 4 la formation d'une cétone,
la 3-cétoacyl-CoA. Il v a intervention de la L-3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase,
coenzyme a nicotinamide adénine dinucléonde (NAD). Le coenzyme est réduit
lors de la réaction. 1l sera réoxydé dans la chaine respiratoire avec gain de trois
ATP. L'équilibre de la réaction est déplacé en taveur des L-3-hvdroxvacyl-CoA. La
diminution du rapport NADH-NADH H* lors de l'activité de la chaine respiratoire
entraine une activation de la f-oxydation.

d) Reaction de clivage

Il s'agit en réalité d'une thiolyse catalvsée par une [-cétothiolase avec apparition
d'un acévl-CoA et d'un acyl-CoA amputé de deux atomes de carbone. 1l existe plu-
sieurs [J-cétothiolase des [i-cétoacyl-CoA a chaines plus ou moins longues.
L'acyl-CoA subit alors d'autres cycles d'oxydation jusqu'a l'apparition d'un 3-céto-
acyl-CoA a gquatre atomes de carbone qui sera scindé en deux acétyl-CoA. A cha-
que cyvcle de réaction, un acyl-CoA est raccourci de deux atomes de carbone et un
FADH (coenzyme QH,), un NADH,H" et un acétyl-CoA sont formés.

J. Bilan énergétique de la B-oxydation

Nous prendrons comme exemple la dégradation de Tacide palmitique, acides gras
saturés a seize atomes de carbone. La dégradation du palmityl-CoA nécessite sept
tours de cycle. La réaction générale peut s'écrire :
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Palmityl-CoA + 7 FAD + 7 NAD® + 7 CoASH + 7 H,0 —
S-acéyl-CoA + 7 FADH, + 7 NADH,H*

La réoxydation d'une molécule de NADH,H* et du FADH, (coenzyme QH,) par la
chaine respiratoire mitochondriale permet la synthese de trois et deux liaisons
riches en énergie respectivement. L'oxydation de lacétyl-CoA par le cycle de Krebs
donne douze ATP, ainsi

i=xd = 14 ATP
Ixd = 21 ATP
§x12 = BGATP

L31 ATP

A 131 liaisons riches en énergie, il faut en retirer deux, celles hydrolysées lors de
Pactivation du palmitate.

4. (-oxydation des acides gras dans les peroxysomes

Les peroxysomes sont des organites cellulaires qui deivent leur nom a leur con-
tenu enzymatique leur permettant de metaboliser le peroxyde d'hydrogene. lls
participent i de nombreuses tiches cellulaires parmi lesquelles 'oxydation des aci-
des gras, la lormation des sels biliaires et la biosynthese des éthers phospholipidi-
ques.
La f-oxvdation peroxysomiale contribue seulement pour 10 % a l'oxydation des
acides gras. Elle se distingue de la f-oxydation mitochondriale par de nombreux
aspects (fig. 6)
* ¢lle ne concerne que les acides gras a chaine longue (C16 a C22) ;
* I'cau oxygénée produite sera déiruite par les peroxvdases ei les catalases |
* ces réactions ne permettent pas la synthese de liaisons riches en énergie ;
* la premitre étape est catalysée par l'acyl-CoA oxydase avec production de

peroxyde d'hydrogene. 1l n'y a pas de couplage avec la chaine respiratoire ;
» une protéine bifonctionnelle intervient dans les trois étapes suivantes :

- les peroxysomes ont une prélérence pour les AG polyinsaturés et a tres lon-

gues chaines (C = 22),
= les AG i chaine moyenne résultants sont translormeés dans les peroxysomes en
acvlcarnitine,

— ils sont ensuite oxydés dans la mitochondrie.
Il faut remarquer qu'il existe un certain nombre de maladies héréditaires lices a un
déficit du métabolisme peroxysomial. Elles se caractérisent par une augmentation
plasmatique des acides gras a longues chaines. Les délicits enzymatiques peuvent
étre multiples avec peroxysomes hépatiques absents ou trés réduits (maladie de
Refsum infantile, syndrome de Zellweger et adrénoleucodysirophie néonatale) ou
bien le déficit enzymatique est isolé {acvl-CoA oxydase : pseudo-adrénoleucodys-
rophie néonatale, P-cétothiolase peroxvsomiale : pseudo-syndrome de Zel-
lweger).
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Figure 6. f-oxydation peroxysomiale des acides gras

B. Acides gras insatures

Beaucoup de réactions sont identigues a celles qui sont décrites pour les AG saturés
mais il y a intervention d'isomérases. La figure 7 représente l'oxydation du linoléate.
Il sagit d'un AG en C insaturé possédant deux doubles liaisons entre C-C | et
C3-Cyy Apres trois tours de dégradation, le 3-cis-6-cis-dodécadiénoyl-CoA (1)
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formé n'est pas un substrat pour 'acyl-CoA déshydrogénase du fait de la double
liaison déja existante et de la position cis. La 3,2-énoyl-coenzyme A isomérase
intervient en déplacant la position et la configuration de la double liaison, pour for-
mer le composé 11 qui subit un autre tour de f-oxydation. Le composé 1V est réduit
par la 2 4-diénoyl-CoA réeductase qui est NADP dépendante en composé V. Une
isomérase déplace la double liaison, le composé VI peut alors subir quatre tours de
B-oxydation pour libérer les groupements acétyl-CoA.
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Figure 7. f-oxydatien du linoleyl-Cof



Tome 2

212 Biochimie fondamentale

C. Acides gras a nombre impair d'atomes de carbone

Ces acides gras sont peu fréquents. Ils suivent la voie de la f-oxydation. Toutelois,
I'étape linale libére une molécule d'acétyl-CoA et une molécule de propionyl-CoA,
Ce dernter sera convertl en méthyl-malonyl-CoA par une carboxylase, puis en suc-
cinyl-CoA oxvdé uliérienrement dans le cycle de Krebs,

D. m-oxydation

Il sagit d'une oxydation hépatique inhabitelle sur le groupement terminal CH,,
touchant de préférence les AG 4 nombre impair d'atomes de carbone. Il y a libéra-
tion d'acides dicarboxyliques qui sont éliminés dans I'urine ou qui peuvent subir
une f-oxvdation a partir des deux extrémités, Trois acides principaux sont for-
més : acide sébacique (C ), acide subérique (Cg) et acide adipique (C,). Ceue
voie oxydative est vraisemblablement sous le contréle de mono-oxygénases appar-
tenant a la famille des cytochromes P450.

E. Destinées de |'acétyl-CoA

Les destinées de l'acétyl-CoA, formé au cours de la f-oxvdation, varient en fonc-
tion des conditions métaboliques et du tissu. Dans I'hépatocyte, Facétyl-CoA a plu-
sieurs destinées.

1. Destinée mitochondriale

* L'acétyl-CoA se condense avec l'oxaloacéiate pour donner naissance au citrate
oxydé dans le cycle de Krebs,

» Lacétyl-CoA se condense 2 une autre molécule d'acétyl-CoA pour former l'ace-
toacétyl-CoA, précurseur de la cétogenése.

2. Destinée extramitochondriale

L'acétyl-CoA cytoplasmigue (provenant du secteur mitochondrial par une navette
citrate-pyruvate ou citrate-malate) est a l'origine de la synthése de cholestérol ou
d'acides gras (voir « Cétogenese » pour la régulation de l'utilisation de laceryl-CoA).

W. Biosynthése des acides gras

De nombreux tissus peuvent synthétiser les acides gras, mais le tissu adipeux, le
foie et l'intestin sont les plus actifs. Il peut s'agir d'allongement de chaines d'acides
gras ou de synthése de novo. Dans ce dernier cas, la localisation est essentiellement
hépatique. On connait trois svsiemes de synthése des acides gras © cytoplasmique,
microsomial et mitochondrial. Les deux derniers permettent surtout un allonge-
ment des chaines dacides gras existantes.
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A. Systéme cytoplasmique

1. Acides gras saturés a nombre pair d'atomes de carbone

La synthése dacides gras de novo aboutit a des acides dont la chaine atteint 16 a
18 atomes de carbone. Les acides gras sont synthétisés de woutes pieces 2 partir
d'acéryl-CoA (l'origine de ce dernier sera traitée plus loin). La premiére étape est
la formation de malonyl-CoA, suivie de plusieurs réactions catalysées par des
enzymes organisées en un complexe appelé « acide gras synthétase ».

a) Formation du malonyl-CoA

La synthese des acides gras commence avec la carboxvlation de lacétyl-CoA en
malonyl-CoA par l'intermédiaire de l'acétyl-CoA carboxylase, systeme multienzy-
matigque contenant la biotine comme groupement prosthétique. Cette derniere est
liée & une protéine de faible masse moléculaire appelée « biotine carboxyl carrier
protein » (BCCP) qui fixe le CO,. Ce systeme comporte deux enzymes : la biotine
carboxylase catalysant la carboxylation de la biotine et la ranscarboxylase, qui
translere le CO, de la BCCP sur lacéryl-CoA.

Le groupement biotinyle sert de bras mohile transportant le CO, a lacetyl-CoA,
C'est au niveau de I'étape catalysée par lacétvl-CoA carboxvlase que s'effectue la
régulation de la synthese des acides gras - il sagit dune enzvme clé de la lipogenése.

Biotine-enzyme + ATF + CO; + HyO —— Carhosv-hiotinyl-enzvme + ADP + Pi & H

Carboxy-biotingl-enzyme + Acotyl-CoA ——= Malonyl-CoA + biotine-enzyme

Bilan :
£l O 0O
I I
HyC— C—5CoA + ATP + COy + H;O——= C—(CHy=——C==5C0A + ADF + Pi+ H”
|
LA
Acityl-Cos Malomyl-C oA

b) Le complexe acide gras synthétase

ll s'agit d'un complexe multienzymatique comprenant deux protomeres qui sont
associées (8te-béche afin de former un homodimere. Leur liaison est favarisée par
un taux élevé de fructose 1 6-diphosphate. Chaque sous-unité posside sept activi-
tés enzymatigues. Ce complexe est schémaltisé figure 8.

Il renferme deux types de groupe thiol : un groupe thiol appartenant a lenzyme
condensante (B-cétoacyl-ACP synthétase) appelé « thiol periphérique » et un
groupe thiol dit « central » qui fait partie d'une protéine particuliere, FACP (acyl
carrier protein). LACFP possede a son extrémité terminale une molécule de phos-
phopantéthéine sur laquelle, par Uintermédiaire du groupe thiol, se fixeront, par
des liaisons thioesters, les intermédiaires de synthése des acides gras. La [exibilité
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TE, thioestérase | KR, f-cétoacyl-ACP réductase ; ER 1 énoyl-ACP réductase,
DH : B-hydroxsvacyl-ACP déshydratase, AT : ACPacyltransférase,
MT : ACP-malonyltransférase, KS : B-cétoacyl-ACP synthétase.

Figure 8. Représentation schématigue de I'association téte-béche des deux sous-unités
formant le complexe multienzymatique acide gras synthétase

de la partie phosphopantéthéique permet  la chaine d'acides gras en formation de
venir au contact du site actif de chague enzyme du complexe. Le systeme acide
gras synthétase est représenté schématiquement :

% Thiol central
"\_\_\_‘_\_\-‘-‘H F
,,-""-’-

H5 Thiol périphérigque

¢) Réaction initiale : transfert d'acyl

A partir d'acétyl-CoA, une molécule d'acétate est translérée sur le groupe thiol de
'ACP par 'ACP acyliranslérase. Puis le fragment a deux carbones est transféré sur
le résidu cystéine de 'enzyme condensante

HS CHy— 00— HSH
CHy— CO—5SCoA + F o— E + CoASH E
HS HE CHy— CO—5
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d) Transfert du malonyl-CoA

En présence de 'ACF malonyltransiérase, le groupement thiol de TACP fixe le
malonate ;

HSR COOH—CH,—CO—5
CO—5Cod + HL - E 4+ CoASH
CHy—CO—5 CHy—CO—5

COOH—CH;

Le complexe acide gras synthétase possede alors deux groupements acyls liés par
covalence, un acétyl sur le SH de la cystéine de la synthétase et un malonyl sur le
5H de la phosphopantéthéine.

¢) Réaction de condensation

Les groupes acétyl et malonyl se condensent pour former Nacétoacétyl-5-ACP avec
perte d'une molécule de CO,. L'enzyme est la B-cétoacyl-ACP synthétase (enzyme
condensante) :

COOH—CH,—C0—% (H,— CO0—CH,—C0O—5
CH,—C0—5 HS

L'acéwyl déplace le carboxyle libre du malonyl sous forme de CO.. Le CO, n'est pas
fixé de facon permanente par liaison covalente au cours de la hi::ns}'mhézs-c des aci-
des gras, mais joue un role catalytique dans cette synthése puisqu'il est régénéré
lorsque ['unité dicarbonée est insérée.

) Réduction de l'acétoacétyl-S-ACP

Le groupe cétone est converti en alcool par l'intermeédiaire de la f-cétoacyl-ACP
réductase, enzyme a NADP réduit. Le produit formé est lisomere D de l'acide
3-hydroxybutyryl-5-ACP

CH}_EG_CH:_CD_S'\F EH;-——CHDH-—-EHi—EG—SKI

i
AT :
H5 NADPHH®  MADP* Hs

g) Déshydratation

Une molécule d'eaun est éliminée, cette réaction est catalysée par la B-hydroxya-
cyl-ACP déshydratase. Le composé formé est un crotonyl-3-ACP qui a une struc-
ture trans

EHL—EHDH—EHj—CG—EK CHy—C—C—C0O—5

HS H
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h) Réduction
Le crotonyl-5-ACF est réduit en butyryl-5-ACP par I'énoyl-ACP réduciase en pré-
sence de NADP reduit ;

CHy=— = == (=5 CHy—CHy—CH,— CO—§

| E + Hy0
H s /
H5 AT Ty SH
NADP H* NALDP*

F

A la fin du premier tour, est formé un acyle de quatre atomes de carbone li¢ au -SH
de 'ACP.

i) Allongement de la chaine

Le groupement butyryl doit étre transfére sur le thiol peériphérique pour laisser
libre le thiol central sur lequel se fixe le malonyl-CoA. La condensation aboutit a
un C-p-cétoacyl-ACF qui est réduit, déshydraté puis réduit de nouveau pour for-
mer un Cg-B-acyl-ACP qui est prét pour un troisieme tour d'élongation. Les cycles
d'élongation continuent jusqu'a ce qu'un palmityl-S-ACP soit formé, Ce composé
n'est pas un substrat pour l'enzyme condensante, il est hydrolysé en palmitate par
la palmityl thioestérase avec libération du thiol central.

j) Origine des précurseurs carbonés et du NADP réduit
Les atomes de carbone constituant les acides gras dérivent d'une condensation de
chainons a deux atomes de carbone, I'acétyl-CoA. Ce précurseur provient surtout
du pyruvate issu du metabolisme glucidigque. La glycolyse cytoplasmique fournit
du pyruvate qui pénétre dans les mitochondries ot il est transformé en acétyl-CoA
par le complexe pyruvate déshydrogénase (fig. 9). L'acétyl-CoA ne peut franchir la
membrane mitochondriale. Pour la traverser, il se condense avec l'oxaloacétare
pour former le citrate, transféré par un systeme spécifique. Dans le cytosol, il est
clivé en oxaloacétate et en acéyl-CodA par la citrate lyase.
On peut observer dans la figure 9 qu'il existe trois sources de NADPH H* néces-
saire a la synthése des acides gras. La plus grande partie provient des réactions
d'oxydation propres a la synthése des pentoses. Les tissus ol cette voie est active
sont aussi ceux oi la lipogenése est trés active. Ces deux voies étant extramito-
chondriales, il n'existe pas de barriere s'opposant au rransfert du NADPH H*.
La deuxiéme source de NADPH,H® provient de la décarboxylation oxydative du
malate en pyruvate par l'enzyme malique. Le pyruvate peut entrer dans la mito-
chondrie. (Le malate, grace a un transporteur spécifique, peut aussi passer dans la
matrice mitochondriale ou la malate déshydrogénase l'oxvde en oxaloacétate.)
Ainsi, la sortie dacéyl-CoA hors de la mitochondrie via l'oxaloacétate est couplée
a la réduction de NADP aunx dépens du NAD réduit d'origine glycolytique, c'est le
cyele de Lardy (evele pyruvate-malate). Le but de ce eyele est de recyeler l'oxaloa-
cétate produit dans le cytosol par la réaction citrate-oxaloacétate + acétyl-CoA qui
a permis la sortie des unités acétyles a I'extérieur de la mitochondrie.

M AL MADPH H~
Owaloacélate Mﬁ-— ddalate O M Pyruvate C —= Pyruvale b — Cixaloacétate st
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1. complexe pyruvate déshydrogénase ; 2. citrate lyase ; 3. malate déshydrogénase
4. enzyme malique ; 5. acétyl-CoA synthétase ; b, acétyl-CoA carboxylase ;
7. complexe acide gras synthétase | 8. isocitrate déshydrogénase ; 9, pyruvate carboxvlase.

Figure 8. Interrelations entre métabolismes lipidique et glucidique
et origine des précurseurs carbonés et du pouvoir réducteur pour la biesynthése des acides gras

La troisiéme source de NADPH H* provient de la décarboxylation oxydative de

lisocitrate en o-cétoglutarate. 1l s'agit d'une voie mineure. Ces différents schémas

mettent en évidence lexistence dune relation étroite entre les métabolismes glu-
cidique et lipidique :

* la voie glycolytique produit du pyruvate qui est la source mitochondriale d'ace-
yl-CoA et des équivalents réducteurs (NADP réduit) dans le cvtoplasme pour la
synthese des AG ;

* l'oxaloacétate suit la voie de la gluconéogenése, mais peut se condenser avec
Facétyl-CoA pour former le citrate : c'est la premiére étape du cyele de Krebs,
Mais le citrate peut également quitter la mitochondrie et éwre clivé dans le cyto-
plasme en acétvl-CoA, point de départ de la synthese des AG ;

* la voie des pentoses phosphates produit les équivalents réducteurs nécessaires a
la synthése des AG.

k) Contrile de la synthése des acides gras

La régulation de la synthése des acides gras s'ellectue a deux niveaux : sur la dispo-
nibilit¢ en substrats d'origine glucidique et sur 'activité de Facéryl-CoA carboxylase.
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@ Disponibilité en substrats d'origine glucidique

« Lacéyl-CoA qui est issu du pyruvate provenant de la glycolyse.

* L'ATP qui est produit par l'oxydation de lacétyl-CoA dans le cycle de lacide
citrique,

* Le NADPH,H® qui provient pour la plus grande part de la voie des pentoses mais
aussi, comme nous 'avons vu, du cycle de Lardy et de la décarboxylarion oxyda-
tive du malate. 11 est clair que linsuline joue un réle important dans la disponi-
hilité de ces substrats puisqu'elle facilite le transport du glucose dans l'adipocyte
et accélere la glycolyse.

& L'activité de lacétyl-CoA carboxylase
Il s'agit de la premiere étape de la synthése des acides gras. 1l existe deux types de
régulations.

A court terme
L'activité de l'acétyl-CoA carboxylase est soumise a deux sortes de contrales :

= contrile allosiérique : 'acétyl-CoA carboxylase exisie a I'élat de protomére enzy-
matiquement inactif ou a 'état de polymere acuf. LU'enzyme est régulée de fagon
allostérique par le citrate qui induit la polymérisation du protomére. La concen-
tration en citrate dépend d'une part de la disponibilité en oxaloacétate et en acé-
tyl-CoA et d'autre part de lactivité de lisocitrate déshydrogénase. Cette enzyme
est soumise 4 une régulation allostérique par FATP et 'AMP. Lorsque la concen-
tration d'ATP est élevée, l'isocitrate déshydrogénase est inactive et lisocitrate
n'est pas métabolisé, La concentration en citrate angmente et active l'acétvl-CoA
carhoxvlase favorisant la lipogenése. Lorsque le taux d'ATP est bas, effet inverse
se produit. Lacétyl-CoA carboxylase est inactivée par le malonyl-CoA ou les acyl-
CoA a longue chaine et notamment le palmitvl-CoA, produit {inal de la réaction,
entrainant la dépolymeérisation de lenzyme. 1l s'agit d'un rétrocontrdle néganif ;

—® Insuline Glucagon @

Adrénaline

Acéiyl-CoA carboxyvlase

inactive
H, O ML
L
= Phozphatase
AMP dépendante
i ATP

Palmitoyl-Cas

Acétyl-CoA carboxylase @
Mdtive ___,—Fﬂfpﬁ
-

Acétyl-CoA o= Malonyl-CoA e Synthise AG

Citrate vase

{itrate @

Figure 10, Régulation de l'activité de I'acétyl-CoA carboxylase
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» controle par phosphorylation-déphosphorylation : la forme active de I'enzyme est
déphosphorylée. Les trois enzymes catalysant des étapes clés du métabolisme
lipidique (acétyl-CoA carboxylase, HMG-CoA réductase, lipase hormonosensi-
ble} sont régulées par une protéine kinase commune @ TAMP-activated protein
kinase (AMP-PK) (fig. 11). UAMP-PK est activée indirectement par les acyl-CoA
qui activent une kinase kinase, UAMP-PK est également régulée par FAMPe qui
active la phosphorylation catalysée par TAMP-PK. Le glucagon entrainant une
augmentation d’AMPc stimule la phosphorylation de lacétyl-CoA carboxylase la
rendant inactive. L'insuline a un effet inverse, via la liaison a son récepleur qui
active des tyrosines kinases, celles-ci générent des seconds messagers qui sont
antagonistes de 'AMPc et activent la phosphodiestérase qui catabolise I'AMPc
en 5'AMF. Ces deux hormones jouent aussi un role indirect sur la lipogenese. Le
glucagon inhibe Factivité de I'acétyl-CoA carboxylase et diminue ainsi la concen-
tration de malonyl-CoA. Or ce dernier est un inhibiteur de Pacylcarnitine trans-
férase qui permet le transfert des AG dans la mitochondrie pour le catabolisme.
Le glucagon stimule indirectement l'orientation des AG vers le catabolisme au
moment ol il faut fournir de 'énergie pour la gluconéogenése. De récentes don-
nées suggerent que la regulation de lexpression des genes lipogéniques par
l'insuline et les acides gras polvinsatures sont médiés par le SREBP-1c (sterol res-
ponsive element-binding protein-1c), dans les hépatocytes et les adipocytes,

Avétyl-Cof ——m Malonyl-Cod ———= Acides gras = Acyl-Cod

ACC /
Active

Einase kinase

ACC Q-F‘H

L ] It -".MF.-P'K Inactive
Ardto- A tneg
Acétyl-CoA K
H&G Tl
reductaso
inaciive
HMG {ZnAJ
flcliectase
Active
Y
HMG T S LR T H TS = [ hiolestirol

ACC : acetvl-CoA carboxylase.
Figure 11, Réle de "AMP-activated protein kinase (AMP-PK)
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A long terme
Il existe aussi une régulation a long terme qui s'effectue au niveau de différentes
enzymes @ acétyl-CoA carboxylase, acide gras synthétase, citrate lyase et enzyme
malique. La syntheése de ces enzymes, réprimée durant le jeiine, est augmentée
quand le glucose est disponible. L'insuline module positivement l'expression du
gene de lacetyl-CoA carboxylase a l'inverse du glucagon.

2. Acides gras a nombre impair d’atomes de carbone

Par un processus cytoplasmique, il y a condensation d'un propionyl-CoA (au lien
de l'acétyl-CoA) et du malonyl-CoA. Le propionyl-CoA provient du catabolisme
de la valine et de l'isoleucine.

B. Systeme mitochondrial

Les acides gras sont transférés dans la mitochondrie par la carnitine. L'allongement
est réalisé par des réactions enzymatiques inverses de la f-oxvdation a l'exception
de la réaction finale qui est catalysée par une réductase 4 NADPH.

C. Systéme microsomial

1. Elongation des acides gras

Le produit essentiel de lacide gras synthétase est le palmitate. Les AG plus longs
sont formeés par des réactions d'élongation catalysées par des systemes enzymati-
ques associes a la membrane du réticulum endoplasmique (connus sous le nom de
« systémes microsomiaux »). Des unités a deux carbones sont ajoutées a l'extré-
mité carboxylique des acides gras saturés ou non saturés, il sagit d'unités malonyl-
CoA. Dans ce cas, 'ACP ne joue pas le réle de transporteur. Ce systéme [ournit les
AG en C12 mais également les AG polyinsaturés.

2. Biosynthése des acides gras insaturés

Les acides gras saturés (acide stéarique, acide palmitique) peuvent étre soit allon-
gés, soil transformés en acides gras monoinsaturés menant a des acides gras non
indispensables, les acides oléique et palmitoléique [C18:1 (9)][Cl6:1 (9)].

On ne leur a attribué jusqu'a présent, ainsi qu'a leurs dérivés polyinsaturés et hau-
tement insaturés, qu'un rile palliatif structural lors d'une carence en acides gras
essentiels. Chez 'homme en situation physiologique, les acides gras polyinsaturés
forment un ensemble de douze acides gras qui jouent un role essentiel - la famille
de l'acide linoléique et celle de l'acide a-linolénique. Seul le monde végétal est
capable de synthétiser la double liaison cis en 12 conduisant a 'acide linoléique et
la double liaison cis en 15 conduisant a lacide a-linolénique. Ce sont donc des
nutriments indispensables pour les animaux (fig. 12).

Les systemes microsomiaux peuvent introduire des doubles liaisons grace a linter-
vention de la désaturase et un allongement par unité en C2 (acétyl-CoA) par des
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Fipure 12. Biosynthése des acides gras insaturés
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élongases. Les désaturases ont une spécificité de substrat assez large mais une spé-
cificité de position étroite qui permet de les classer en A9, A6, A5, L'existence de
la désaturase en A4 est de plus en plus contesiée,

Les régulations des différentes désaturases ont été étudiées, notamment celles de la A6
et de la A9, L'activité de la A6 est stimulée par l'insuline. Cette derniére hormone con-
duit & un hyperfonctionnement de la A9 en entrainant une hyperproduction d'acide
oléique endogene. En revanche, si le régime est riche en acide oléique, la A9 désam-
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rase est bloquée. 1'adrénaline, la cortisone et la thyroxine inhibent lactivité de la A9
désaturase. Par ailleurs, les désaturases ont une affinité plus grande pour les acides
gras les plus longs et les plus désaturés, Un exces dapport en acide o-linolénigue peut
inhiber la désaturation de l'acide linoléique, une grande quantité d'acide oléique peut
interférer sur la désaturation de l'acide ¢-linolénique et linoléique.

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) contribuent 4 la constitution des glycéro-
phospholipides de la couche bilipidique des membranes. Ils peuvent étre libérés de
ces phospholipides sous l'action de diverses phospholipases, essentiellement des
phospholipases A2, Cette activité des phospholipases est modulée par le calcium
ionisé (activateur) et les lipocortines, protéines inhibitrices dont les actions sont
elles-mémes contrdlées par la protéine kinase C. Les glucocorticoides ont un effet
anti-inflammatoire li¢ & une stimulation de la synthése des lipocortines, inhibant
ainsi la libération des AGPL Ces AGPI sont ensuite soit réincorporés aux phospho-
lipides (PL} membranaires, soit, pour trois d'entre eux, les acides dihomogamma-
linolénique, arachidonique et eicosapentaénoique, orientés vers deux voies méia-
boliques conduisant a des médiateurs lipidigues d'une importance majeure sur le
plan des processus immunitaires, les prostaglandines (PGs) et les lencotrié-
nes (LTs). L'acide arachidonique est, sur ce plan, l'acide gras le plus important.
La biosynthese des PGs et des LTs est conditionnée, au niveau des membranes qui
viennent de libérer ces trois AGPI, par l'activité de deux systemes enzymatigues,
les voies des cyclo-oxveénases et lipo-oxygénases, réparties de lagon spéciflique an
niveau de chague tissu, ce qui explique les différences de capacité de synthese de
ces médiateurs chimiques selon les cellules, Schématiquement, la voie initiée par
les cyelo-oxvgeénases conduit aux prostaglandines :

« PGE], PGFI, thromboxane A2, a partir de Pacide dihomogammalinolénique :

* PGE2, PGF2, PGD2, PGIL, thromboxane A2, a partir de Pacide arachidonique ;
« PGES, PGE3, PGD3, PGS, thromboxane A3, a parur de lacide eicosapentaénoique.
Deux voies lipo-oxvgénasiques, la 12-lipo-oxygénase et la 5-lipo-oxyvgénase, con-
duisent a une série de produits actifs, les leucotrienes. Differents selon 'AGPI qui
leur a donné naissance, les LTs les plus importants sur le plan de l'immunité sont
le LTB4, synthétise 4 partir de l'acide arachidonigue, et le LTBS, lormé a partir de
l"acide eicosapentaénoique.

Wl. Métaholisme des acides gras et des triglycérides
en fonction de I’état nutritionnel

Le métabolisme des acides gras et des triglycérides dans I'hépatocyie et 'adipocyte
est determing par I'état nutritionnel. En période postprandiale, la charge glucidi-
que et la hausse du rapport insuline-glucagon déclenchent la synthese des acides
gras. L'augmentation de la concentration de malonyl coenzyme A, inhibiteur de la
carnitine acylirans{érase 1, freine lentrée des acyl coenzymes A dans la mitochon-
drie : ainsi la synthise des acides gras s'oppose a leur dégradation par f-oxydation.
Durant cette période, les acides gras sont transportés du foie vers les tissus adipeux
pour étre mis en réserve sous forme de triglycérides. Dans les états de jeiine, la syn-
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thése des acides gras est inhibée. Les triglycérides, mis en réserve dans le tissu adi-
peux, sont dégradés. Les acides gras et le glycérol sont libérés dans le sang. Ces aci-
des gras rejoignent les tissus consommateurs d'acides gras (muscle et myocarde).
Ces acides gras d'origine lipolytique (libérés sous l'action de la baisse du rapport
insuline-glucagon) inhibent, sous la forme d'acyl-CoA, lacétyl-CoA carboxylase.
Il ¥ a donc une levée d'inhibition du malonyl-CoA sur la carnitine palmitoylirans-
férase 1, ce qui accélere I'entrée des acyl-CoA dans la mitochondrie o ils subiront
la B-oxvydation. Dans le foie, I'augmentation de la f-oxydation des acides gras, pro-
venant du tissu adipeux, entraine une augmentation de l'acétyl-CoA disponible
pour la synthése des corps cétoniques. Ces derniers sont utilisés dans les tissus
périphériques comme source énergétique. Le glycérol est utilisé pour la gluconéo-
genese. Le fructose 1,6-diphosphate léve I'inhibition de 'acide gras synthétase pro-
duite par le NADPH au cours du jetine.

L'essentiel de la question

Les acides gras sont des acides carboxyliques a longues chaines aliphatiques. L'acé-
tyl coenzyme A est le métabolite clé. En effet, le catabolisme par f-oxydation des
acides gras aboutit a I"acétyl coenzyme A et sa synthese est réalisée a partir de celui-
ci. Il existe ensuite des réactions d’élongation ou de désaturation. Les acides gras
ont trois roles essentiels : structural (composition des phospholipides et glycolipides
membranaires), fonctionnel (des dérivés des acides gras sont des modulateurs ou
messagers cellulaires [leucotriéne, diacylglycéral]) et énergétique. |ls sont sources
d'énergie dans la plupart des tissus mais surtout dans les muscles et le myocarde.
Les acides gras cellulaires proviennent soit des triglycérides des lipoprotéines, par
hydrolyse grace aux lipoprotéines lipases, ou par hydrolyse des triglycérides du tissu
adipeux par la triglycéride lipase. Ces acides gras subissent ensuite la f-oxydation,
ou hélice de Lynen, qui est une voie catabolique oxydative (par transfert des atomes
d’hydrogene sur les NAD et coenzyme () agrobie pour aboutir a de 'acetyl coen-
zyme A. 1l s'agit d’'une voie mitochondriale. Les acides gras a longue chaine sont
catabolisés dans les peroxysomes.

La synthése des acides gras est impossible par simple réaction réversible de I'hélice
de Lynen. |l existe trois mécanismes de synthése différents selon sa localisation : la
synthése cytosolique a partir de I"acétyl coenzyme A jusgu’a C16, I'élongation mito-
chondriale et |'élongation et/ou désaturation microsomales. Le substrat de la syn-
thése cytosolique est I'ATP, I'acétyl coenzyme A, qui provient surtout de la glycolyse
et le NADPH, H* venant de la voie des pentoses et du cycle de Lardy (pyruvate-
malate). L'enzyme clé est |"acétyl coenzyme A carboxylase. Cette enzyme est régulée
par un contrdle allostérique dont |"activateur principal est le citrate et par un con-
trile sous la dépendance d'enzymes phosphorylantes (inactivation) ou déphospho-
rylantes (activation}). L'insuline active directement cette enzyme en activant la
déphosphorylation. Le glucagon a I'effet inverse.

Les triglycérides sont des esters d'acides gras et de glycérol, La synthése des trigly-
ceérides est réalisée a partir d'acides gras et de glycérols préalablement activés et le
catabolisme aboutit & des acides gras et du glycérol. Les triglycérides ont trois rdles
essentiels pour les acides gras. 1l s’agit de la forme d'apport alimentaire, de trans-
port plasmatique et de stockage intracellulaire.
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Le métabolisme des trighycérides a lieu dans I'intestin, le tissu adipeux, le foig, les
muscles et le myocarde. La synthése des triglycérides nécessite deux substrats : les
acides gras activés en acyl coenzyme A et le glycérol. Ce dernier est actif sous forme
de deux monoglycérides dans |'entérocyte et de glycérol 3-phosphate dans les autres
tissus, Celui-ci provient de la phosphorylation du glycérol ou de |a réduction du dihy-
droxyacétone phosphate.

Il existe trois enzymes intervenant dans le métabolisme des triglycénides : la lipase
pancréatique, intervenant dans I'hydrolyse des triglycérides alimentaires, |a lipopro-
téine lipase hydrolysant les triglycérides circulant transportés par les chylomicrons
ou les VLDL et la lipase hormonosensible (triglycéride lipase) cellulaire dont 1"acti-
vité est contrdlée par les hormones.

L'intestin est un lieu de production des triglycérides exogénes, aprés I'hydrolyse des
triglycéndes alimentaires par la lipase pancréatique. Les acides gras entérocytaires
permettent la néosynthése de triglycérides qui seront incorporés dans les chylomi-
crons. Le tissu adipeux stocke sous forme de triglycérides les acides gras provenant
des chylomicrons ou VLDL qui ont subi 'action de la lipoprotéine lipase. En fonction
des besoins, il v a resynthése de triglycérides ou lipolyse par la lipoprotéine lipase
hormonosensible. Cela permet de redistribuer les acides gras vers les tissus consom-
mateurs, muscles et myocarde, qui les utilisent comme substrats énergétiques.

Pour en savoir plus

* Wanders R.]., Van Grunsven E.G., Jansen G.A. Lipid metwbolism in  peroxisomes :
enzymo logy, lunctions and dysfunctions of the fauy acid alpha- and beta-oxydation sys-
tem in human. Biochem, Society Transactions, 2000 ; 28 ; 141-9,

* Saleh )., Sniderman A.D., Cianflone K. Regulation of plasma fany acid mewabolism. CCA,
1999 ; 286 : 163-80.

= Large V., Peroni O., Letexier D. et al. Metabolism of lipids in human white adipocyte. Dia-
betes Metab, 2004 ; 30 : 204-3009,

# Legrand P. Données récentes sur les désaturases. Cah Nutr Diet, 2003 ; 38 : 376-83.
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I_ e cholestérol assure plusieurs fonctions biologigues capitales, Il s'agit du précur-
seur des acides biliaires, des hormones stéroides de la vitamine D et if participe &
fa structure des membranes cellulaires,

Le cholestérol de l'organisme des animaux supérieurs provient soit d'un apport exogéne
{100 a 500 mg par jour) soit, pour la plus grande part (700 a 800 mg), d'une synthése
de novo & parfir de l'acétate. L'enzyme clef régulant fa synthése du cholestérol est ia
B-hydroxy-g-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) réductase.

Le cholestérol n'est pas hydrosoluble. [T circule dans le sang sous forme libre ou estérifide
par un acige gras, toujours au sein d'une lipoprotérne. Le cholestérol est transporté par tous
les Iypes de particuies lipoprotéigues, Cependant, emviron 70 % du cholestéro! plasmatli-
gue est transporté par les lipoprotéines de basse densité (LDL, fow density lipoprotein). le
reste est contenu dans les lipoprotéines de trés faible (VLDL, very low density lipoprotein)
et surtout de haute densité (HOL, high density lipoprotein). La cholestérolémie d'un indi-
vidu sain est stable, elle dépend de fa concentration piasmatigue en LDL. La compréhean-
sion des facteurs qui modulent les deux principaux processus de renouvellement du cho-
lestéral, Brosynthese et fransformation en acide biliaire, est encore incompléte.

’T Synthese du cholestérol

La synthése du cholestérol s'eflectue dans toutes les cellules de 'organisme mais
seul I'intestin et le foie contribuent de fagon quantitative au cholestérol circulant.
La voie de synthese du cholestérol produit aussi en [aibles quantités des radicanx
prénoides : isopentényl, géranyl et farnésyl et des dérivés de ces radicaux (ubigui-
none ). La synthese est cytoplasmique. Tous les atomes de carbone du cholestérol
sont issus de acéate qui provient essentiellement de T'acéivl-CoA du métabolisme
glucidique. Les acides gras a chaine courte (C8), les corps cétoniques et la leucine
sont aussi des substrats pour la synthése de cholestérol. La premiére phase de la
synthese conduita la production de 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA).
L'étape suivante, la synthése de mévalonate, est catalysée par la HMG-CoA réduc-
tase. Il s'agit de I'érape limitante de la synthese de cholestérol. Cette réaction est
irréversible, Toutelois, des travaux récents ont montré que le retour du meévalo-
nate en HMG-CoA était possible. En elfet, dans le tissu nerveux, une voie mineure
{cvele de Popjak) permet de resynthétiser THMG-CoA a partir du diméthylallylpy-
rophosphate (DMPP). Les étapes intermédiaires de la voie de synthese, jusqu'au
farnésyl pyrophosphate, conduisent aux syntheses des radicaux isopentényl et far-
nésyl et des isoprénoides ou terpénoides (ubiquinone). Les synthéses des stérols
{cholestanol, vitamine D et cholestérol} débutent a partir de squaléne.

Il Métabolisme du cholestérol

L.e métabolisme du cholestérol est complexe. 11 existe des échanges interorganes,
les lipoprotéines servant de transporteur. Le cholestérol s'echange entre les diver-
ses lipoprotéines et également entre les lipoprotéines et les dilférentes cellules de
l'organisme. La figure I met en évidence les échanges dynamiques du cholestérol
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entre les différents organes. Le plasma constitue le compartiment central et les
organes les dilférents compartimenis périphériques. Le {oie joue un réle clé car il
elfectue la synthése du cholestérol et est lorgane exclusil de la transformation du
cholestérol en acides biliaires Ceux-ci sont ultérieurement conjugués a la taurine
et & la glycine dans les peroxysomes. Llintestin gréle, autre organe essentiel de la
synthese du cholestérol, représente le site speciflique de labsorption du cholestérol
alimentaire ou biliaire.
Au plan hépatique, dans les périodes postprandiales, la synthése du cholestérol est
réalisée a partir des hydrates de carbone. Le cholestérol est incorporé aux lipopro-
téines de tris faible densité contenant lapoprotéine B100. Les VLDL sont sécrétées
dans la circulation oi elles subissent une dégradation rapide par les lipoprotéines
lipases activées par les apo ClI présentes a la surface des VLDL. L'hydrolyse des tri-
glycerides induit des modifications structurelles conduisant au départ des apolipo-
protéines C. Des édifices plus petits, enrichis en apo B100 et E en ester de choles-
térol apparaissent. Ce sont les résidus ou remnants de VLDL ou lipoprotéines de
densité intermédiaire (IDL, intermediate density lipoprotein). Deux voies métaboli-
ques transforment les DL :

* voie des récepteurs : une grande quantité d'1DL formée est internalisée et dégra-
dée dans le foie via les récepteurs B/E {récepteur LDL) ;

* voie de la lipase hépatique © des quantités plus faibles de particules 1DL sont
dégradées dans la circulation par la lipase hépatique qui transforme les IDL
en LDL.

La reconnaissance des LDL par leurs apo B100 se fait au niveau du foie mais aussi

de l'ensemble des cellules de Torganisme qui possédent le récepteur spécilique.

MNous verrons que l'entrée du cholestérol dans les cellules par le biais des LDL

entraine une régulation de sa synthése.

Dans le domaine intestinal, le cholestérol alimentaire ou biliaire est absorbé par les

entérocytes qui incorporent le cholestérol dans les chylomicrons. Ceux-ci, via la

lymphe, se retrouvent dans la circulation, ils subissent l'action de la lipoproteine
lipase, perdent les wriglycérides et se détachent pour former des HDL naissantes
discoidales. Les edifices résiduels enrichis en apo 48 et E se reforment autour des
esters de cholestérol et des molécules restantes des triglycérides. Ces résidus des
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chylomicrons riches en cholestérol sont captés par le foie grace a un récepteur speé-
cilique qui reconnait 'apo E présente a la surface des chylomicrons. La majorité du
cholestérol arrive au foie par cette voie. Le foie récuptre également le cholestérol
excédentaire des tissus periphériques. Les HDL discoidales peuvent s'enrichir en
cholestérol qu'elles soustraient aux cellules périphériques. Le cholestérol libre est
estérifié par la lécithine cholestérol acyltransliérase (LCAT) activée par I'apo Al Le
cholestérol estérifié migre au centre des édilices transformant ceux-ci en HDL3.
Les HDL3 captent aussi les molécules de cholestérol membranaire pour se trans-
former en HDL2. Les HDL2 sont pour la plupart reconnues et dégradées dans le
foie par des récepteurs aux apo Al présentes dans la structure des HDL. 1l s'agit du
transport reverse ou inverse du cholestérol (RTC, reverse cholesterol transport).
Au plan hépatique, le cholestérol est soit remis en circulation soit excrété dans la
bile directement ou aprés transformation en acides biliaires. La cholestérol
To-mono-oxygénase est la premiére enzyme intervenant dans la dégradation du
cholestérol en acide biliaire. Elle est soumise a une régulation. Les niveaux de
transcription et d'activité de cette enzyme sont contrélés par les sels biliaires les
plus hydrophobes, comme le glycodésoxycholate, et par le cholestérol. Le taux de
transcription de I'enzyme est accru par le cholestérol d'origine alimentaire. L'acti-
vité de l'enzyme est stimulée par le cholestérol non estérifié des HDL.
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Figure 1. Echanges dynamiques du cholestérol (d'aprés Lutton C.)
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La bile est la principale source d'excrétion du cholestérol de l'organisme, et ce soni
les sels biliaires qui maintiennent le cholestérol en solution dans la bile. Lorsque
le cholestérol se trouve en trop grande quantité, il peut se cristalliser, empéchant
la bile de sortir. La régulation de la synthése des acides biliaires est donc essen-
tielle. Elle met notamment en jeu des protéines de transport intracellulaire du cho-
lestérol et des récepteurs nucléaires. La régulation du trafic du cholestérol dans la
cellule est assurée par des protéines de transport comme les SCP2 (sterol carrier
protein 2}, Ces protéines sont localisées dans le peroxysome : elles permettent le
transport du cholestérol vers les canalicules biliaires des hépatocytes. Les récep-
teurs nucléaires aux oxystérols ou liver X receptor (LXR) jouent un role important
dans la régulation des voies métaboligues contrdlant la dégradation cellulaire du
cholestérol en aides biliaires. Notamment lors d'un exces diacides biliaires, le
récepteur farnesoide X ou FXR stimule l'expression hépatique de BSEP (bile salt
export pump), qui est le principal systeme d'élimination des acides biliaires dans le
canalicule biliaire,

’_III. Régulation de la biosynthese du cholestérol

L'hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMG-CoA réductase) est I'enzyme qui
régule la synthese endogene du cholestérol. La diminution de son acrivité cellu-
laire par rétrocontréle négatif permet de réduire la synthese de cholestérol endo-
gine. Plusieurs meécanismes physiologiques contralent lactivité de cette enzvme.

A. A court terme dans le foie

Elle intervient surtout au niveau hépatique. 1l s'agit d'une régulation complexe. La
durée de vie de THMG-CoA réductase est courte {trois ou quatre heures) et sa con-
centration cellulaire est trés variable (une 4 deux cents fois). Elle résulte de réac-
tions de phosphorylation-déphosphorvlation de Tenzyme. U'HMG-Co réductase,
inactive a I'état phosphorylé, est activée par déphosphorylation sous action d'une
réductase phosphatase (fig. 2).

Ce systéme implique une réductase kinase spécifique. La forme phosphorylée de
cette kinase, seule active, est contrdlée par une réductase kinase kinase et une
réductase kinase phosphatase.

Ce systéme est sensible au glucagon et a linsuline. Le glucagon, via une protéine
kinase AMP cyclique dépendante, active un inhibiteur de phosphatase qui, agis-
sant a trois niveaux, diminue 'activité de la HMG-CoA réductase. Ainsi le gluca-
gon, en favorisant la formation de la forme inactive de la HMG-CoA réductase,
diminue la vitesse de synthése du cholestérol. Linsuline a un effer opposé. Clest
un systéme tres rapide, 'activite de la réductase s'éleve en période postprandiale et
diminue en période de jetine,
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Figure 2. Régulation de I'hydroxyméthylglutaryl-Cof réductase

B. A long terme dans les tissus périphériques

Le cholestéral et les axvsiérols répriment la synthése des génes de cette voie méta-
bolique a 80 % environ. Le mévalonate, quant a lui, peut presque totalement inac-
tiver l'activité restante. Le cholestérol inhibe 'HMG-Co réductase en laissant une
activité résiduelle permenant la synthese des dérivés isoprénoides qui sont indis-
pensables au cycle cellulaire,

La régulation de la synthése des enzymes qui controlent la synthése du cholestérol
est faite par induction. Les SREBP1 et 2 (sterol regulatory element-binding protein)
sont des protéines localisées sur la [ace cyroplasmique du réticulum endoplasmique
et sur 'enveloppe cellulaire. 1l s'agit de facteurs de transcription des genes qui parti-
cipenta la régulation de la concentration cellulaire en cholestérol. La partie NH, ter-
minale des SREBP1 et 2 est libérée dans le cytosol par lintermédiaire d'une protéase
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quand les concentrations cellulaires en cholestérol sont basses. Le facteur transrégu-
lateur ainsi libéré est transporté dans le noyau ot il se lie a Pélément cis-régulateur
correspondant. Il v a alors stimulation de la transcription des génes cibles. L'élément
cis-régulateur est présent dans le promoteur de 'HMG-CoA réductase et 'HMG-Co
synthase ainsi que dans celui du récepteur des LDL permettant la captation du cho-
lestérol extracellulaire. Le cholestérol, an contraire, inhibe la libération de SREBP]
et 2. Par ailleurs, le cholestérol angmente la dégradanon de 'THMG-CoA reductase. 11
semble que I'élévation du cholestérol membranaire augmenterait la formation des
agrégats d HMG-CoA réductase, stade qui favorise sa dégradation.

Ces phénoménes interviennent lors de linternalisation des molécules de LDH qui
livre le cholestérol aux cellules. La figure 3 met en évidence les autres mécanismes
qui apparaissent lors de linternalisation des molécules de LDH. Ces mécanismes
de régulation permettent de garder constante la concentration cellulaire en choles-
térol non estérifie. Le cholestérol active l'acyl-CoA chelestérol acyltransfé-
rase (ACAT), enzyme estérifiant le cholesiérol. Le cholestérol en exces est
engrangé sous forme d'ester de cholestérol dans la cellule, forme moins toxique

que le cholestérol libre,
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Figare 3. Contrile de la concentration infracellulaire de cholestérol aprés internalisation des LOL

I‘rmeme

Le cholestérol controle son entrée dans la cellule en inhibant la synthese des recep-
teurs des HDL. Cette action a pour but de prévenir une surcharge cellulaire en cho-
lestérol, Ainsi, la pénétration du cholesiérol a Fintérieur de la cellule entraine une
série de rétrocontrdles métaboliques visant a protéger la cellule d'une surcharge
éventuelle, Quand les lipoprotéines sont accessibles, les cellules utilisent de prefe-
rence le cholestérol lourni par la voie des récepteurs et la synthise de novo est inhi-
bée par rétrocontrole. Lalimentation joue un réle important dans la régulation de
la biosynthése du cholestérol. Une alimentation riche en cholestérol entraine une
augmentation des concentrations plasmatiques des LDL. En effet, parallelement a
la diminution de l'activite HMG-CoA réductase, ce type dalimentation entraine
une diminution des récepteurs des LDL. Leur catabolisme élant réduit, leur con-
centration plasmatique augmente. Les LDL séjournent plus longtemps dans le
plasma puisque leur durée de demi-vie est augmentée, Elles sont modifices, sur-
tout oxydées par des radicaux libres, et sont alors reconnues par un autre récep-
teur (dit « scavenger ») dillérent du récepteur apo B qui se situe au nivean de la
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membrane des macrophages. Ce récepteur n'est pas régulé par 'apport intracellu-
laire en cholestérol. Les LDL oxydées pénétrent dans le macrophage et subissent
toutes une suite de réactions aboutissant au dépot intracellulaire de cholestérol
estérifi¢ et finalement a la transformation du macrophage en cellule spumeuse,
base de la lésion d'athérosclérose. 1l est connu également que 'apport alimentaire
en acide gras saturés augmente la cholestérolémie a la dilférence des acides gras
polyvinsaturés de la famille des oméga 3 (également notés « w3 »). La cholestéro-
lémie dépend aussi de son catabolisme qui est controlé par la 7a-hydroxylase,
enzyme clé de la dégradation du cholestérol en acides biliaires et par le taux de
réabsorption des sels biliaires par le cycle entérohépatique. D'un point de vue theé-
rapeutique, il existe des inhibiteurs de 'THMG-CoA réductase. lls présentent une
similitude structurale avec 'HMG-CoA, substrat physiologique de I'enzyme au
niveau de leur chaine latérale. Ils agissent par inhibition spécifique et compétitive
vis-a-vis de 'enzyme avec une affinité trés supérieure a celle de 'THMG-CoA. Cette
inhibition bloque la synthése endogéne de cholestérol a un stade trés précoce de
sa chaine métabolique. La conséquence finale de cette inhibition sur la synthése
endogene du cholestérol au niveau hépatique est I'augmentation de la synthése des
récepteurs des LDH avec un rétablissement de la voie catabolique normale de ces
lipoprotéines conduisant 4 un effet hypocholestérolémiant.

L'essentiel de la question

La synthése du cholestérol est énergiqguement coiiteuse et 'excés de cholestérol
dans le sang est a I'origine de dépdts de cholestérol dans la paroi des artéres, d'ol
la nécessité d'une régulation de la cholestérolémie. Cette régulation existe sous
deux formes :
= i court terme dans le foie, la vitesse de synthése du cholestérol est fonction de
I'activité de I'"HMG-CoA réductase ;
= |la phosphorylation, catalysée par I'HMG-Co réductase kinase, inactive 'enzyme,
la déphosphorylation catalysée par une phosphatase active I'enzyme ;
= 3 long terme dans les tissus périphériques ;: quand la concentration cellulaire en
cholestérol augmente {apportée par les LDL), elle entraine plusieurs conséquences
- une diminution du taux de synthése de I'HMG-CoA réductase, qui ralentit la syn-
thése du cholestérol, et des récepteurs de LDL qui diminuent la captation du
cholestérol & partir du sang circulant,
— une augrmentation du taux de synthése de I'acétyl-CoA cholestérol acyltransférase,
ce qui accélére |'estérification du cholestérol et donc son stockage.

Pour en savoir plus

* Lambert G., Sinal C, ). Régulation du métabolisme du cholestérol er des acides biliaires par les
FéCEpLEUTs rucléaires LXE ¢f FXR. Paris, Flammarion Médecine-Sclences 2000, 16 : 1456-8.

= Brown M. 5., Goldstein J.-L. The SREBP pathway regulation of cholesterol metabolism by
proteolysis of a membrane-bound transcription factor, Cell 1997 ; 89 ; 33140,
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a fonction biologique d'une enzyme, désignée aussi par le terme « activité enzy-

matique = {AE), est de catalyser une réaction chimigue spécifigue. Comme pour
toute catalyse, la réaction chimique est accélérde dans les deux sens d'un méme fac-
teur (# 10#® 5 10*%1), puisque la constante d'dguilibre K'eq demeure inchangée.
Dans certaines conditions bien définies, dites = conditions conventionnelies », le tra-
vail de catalyse effectué par 'enzyme est en refation directe avec la concentration en
travailleurs, c'est-a-dire en molécules d'enzyme (E). En cinétique enzymatique, ce
travail est mesuré par (a vitesse initiale v, de la réaction catalysée, reliée a la concen-
tration en travailleurs par la relation v, = K.(E), Dans d'autres circonstances, égale-
ment bien définies, 1a vitesse initiale est proportionnelle & la concentration en subs-
trat de sorte que v, = K'.(5),. On constate ainsi que les applications biomédicales de
la cinéltigue enzymatigque en conditions de vitesse initiale peuvent étre multiples :
mesure de (E), ou de (S),. Le pharmacien biologiste ou industriefl est aussi concerné
par les aﬁﬁncanaﬂs de Fenzyma.fag.'e & la conceplion de médicaments comme inhibi-
teurs d'enzyme. Ce chapitre vise a définir les concepls de base indispensables pour
comprendre toutes ces applications. En ce sens, il apparalt indispensable 4 la bonne
compréhension des chapifres consacrés a la mesure d'une activité enzymatique ef aux
réactifs enzymatiques.

’_I. Etude d'un modéle simple : en conditions
de vitesse initiale

A. Formalisation mathématigue

1. Modéle simplifié d’Henri (1903), Michaelis et Menten (1913)

L'équation d'Henri-Michaelis-Menten (HMM} est démontrée a partir d'un modéle
enzymatique simplifié et des hypotheses suivantes :

= Hypothése 1 : réaction réversible avec un seul substrat 5, un seul produit P et un
senl complexe intermédiaire enzyme-substrat ES,

l: L
E+S &= = (ES) &= 2 E+ P (1)

MB : en réalite, la plupart des enzymes réagissent avec plusicurs substrats oo produits pour former
plusiewrs composés intermédiaires ES. .. EP..

* Hypothése 2« conditions de vitesse initiale. 5i on se place au temps t = O dans le sens
aller — conditions de vitesse initiale aller, en pratique et par approximation, on
considere gue le substrat consomme A(S) doit étre inférieur a 5 % de (5), -, seuls
E et S sont en présence. On peut done négliger (P) et la réaction retour k {E} (Pl

E+5:'—"'*{_{ES}—k-'—rE+P (2)
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La vitesse initiale v, de la réaction peut étre définie a partir de la cinétique de dis-
parition du substrat ou d'apparition du produit comme la pente de la tangente a la
courbe pour t — 0 :

de) 3)

NEB : si la cinétigue est linéaire pendant un intervalle de remps Au (fig. 2), cela signifie que les conds-
tions de Vi, SO Iespeciees ]!E‘:I'Id!ﬂl'll cer intervalle.

* Hypothése 3 1 équilibre rapide entre E, 5 et E5. Clest le cas le plus frequent et cela
signifie que la vitesse de dissociation de ES en E et 5 est beaucoup plus rapide
que la vitesse de la transformation catalytique de ESenE et P (k_ = k,). Le
complexe ES est en équilibre instantané avec E et 5

_(ENS) _ K

4= (4
'(ES) K
» 'étape catalvtique étant I'étape lente et limitante, on peut écrire ;
dis dip
Vo= { ]=+ ( }=1{1[F_5) (3)

clt dt

* La constante k, regroupe toutes les constantes de vitesse des étapes interme-
diaires entre ES et E+ P qui ne ligurent pas dans le schéma., Pour cette
raison, elle est aussi dénommeée « constante catalytique k_ ». La constante cata-
lytique k_, n'est assimilable a k, que dans le modele simple ci-dessus. Pour les
réactions a plusieurs substrats, k__ est une expression algébrique plus ou moins
complexe des différentes constantes de vitesse intervenant dans la transforma-
tion catalytique, mais sa signification reste la méme que celle de k, dans
I'équation 3.

NB:

= k_, et k, somt des constantes de vitesse de premier ordre. Leur dimension est celle d'wne vitesse/con-
centration, done d'un temps™' {min™!, sec™!) ;

— k, est une constante de vitesse de deuxieme ordre. 5a dimension est celle d'une vitesse/{concentra-
tien}?, done d'une concentration™' temps~! c.g., mol' . Lmin™' ;

— la constante de dissociation K,a Ia dimension dune concentration et son inverse, b constante dalfi-

nité K, a celle d'une concentration -1,

* Hypothise 4 (8), >> (E), = (5} = (5),, = (E5} # (5),,, puisque (ES) = (E). Cela
signifie quen déburt de réaction (conditions de vitesse initiale), on peut assimiler
(5) libre a (5], : (5}, = (5),. Pour toutes les équations de cet article, (5) prend la
signification de (S)g

NB : cente simplification, acceptable pour une grande parnt des cinétiques enzvmatigques, est parfois

impossible, car la concentration locale en ligand in vive (substrat, inhibiteur, hormone ou médica-

ment) peut #tre du méme ordre de grandeur gue celle de la protéine cible (enzyme, récepreur). 11 faut
done refaire les raisonnements en respectant Négalite (5) = (5}, = {ES),
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2. Démonstration type a partir de ces hypothéses
(et généralisable i des systémes plus complexes)

o La déemarche est la suivante

= écrire la réaction globale reliant S a P (avec les complexes enzymatiques inter-
mediaires et éventuellement ceux avec d'autres ligands © autres substrats, inhibi-
leurs, activateurs, etc.) ;

« éerire I'équation de conservation : (E} = (E) + (ES) + ... ;

» écrire l'équation de formation du produit - v, =k, (ES) + .. ;

« diviser v, par (E),_ et exprimer la concentration de chaque complexe enzymati-
gue intermédiaire en fonction de (E) libre et de la constante de dissociation du
complexe, e.g., (E5) = (E)SVK, elc.

On obtient dans notre cas simple :

., 15)
k,(E}) =
vo _ ky(ES) By S
(E), (E)}+(ES) (E)[H-{ﬂ PRy +(8)
Kq
o vg (ES) (&) =
: = = =Y v}
On en deédutt Voo (B), Ky+(5) ° ©

Y.= fonction de saturation de 'enzyme comprise entre 0 et 1 = rapport des espéces
enzymatigques libérant du produit sur la somme des espéces enzymatigues.

3. Modele plus réaliste de I'état stationnaire = Km
(Briggs et Haldane, 1925)

Ce modele, plus général que le précédent dit de I'« équilibre rapide », ne présup-
pose pas que k, << k_,. 5, par exemple, k, n'est plus négligeable devant k|, le véri-
table équilibre n'est jamais atteint. Apreés la réaction (fig. 1} et aprés une phase
préstationnaire tres courte (guelgues msec), la concentration de ES ateint une
valeur pratiquement constante correspondant a un équilibre dynamique entre
vitesses de formation et de disparition. Cet équilibre dynamique dénommé « éat
stationnaire » se maintendra pendant un temps d'autant plus long que (5}, esi
plus grand.

La démarche pour obtenir I'équation de la vitesse v, = k, (E5) est la méme que
pour I'équilibre rapide. Cependant, ici, la concentration de ES ne peut plus étre
obtenue a partir de K, mais a partir de I'égalité des vitesses de formation et de dis-
parition de ES. Lexpression de v, conserve la méme forme mais K est remplacé
par une expression plus complexe des constantes de vitesse : la constante dite « de
Michaelis » (ou K,,), assimilable 4 une pseudo constante de dissociation qui
regroupe les dissociations de ES en substrat et en produit.

¥ [prmationEs — 1'rd|n|mri1:|1n1ih::‘ k 1 {E}[bj = “': -1 + k E]{ Eb}
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On en déduit :

(e -

(Es)= (k_, +k,

L = = .
: vu:lu.:t [EJI Il::"'.-1 + {51

Concentration

|ES]

U>.§{,—/ [, | j _.

Figure 1. Cinétique des différants partenaires de la réaction enzymatique. Au temps t = 0 seuls

E et S sont en présence. La durée de I'éat stationnaire, ®ES) = 0 augmente avec (8],
dt

a) Considérations sur le K,

K, les dimensions d'une concentration. L'expression de K, en lonction des cons-

tantes de vitesse est en réalité plus complexe que dans le cas trés schématisé d'une

réaction & un seul subsirat avec un seul complexe ES car, le plus souvent, plusieurs
complexes intermédiaires et plusieurs substrats participent a la réaction, mais cela
ne change pas la signification globale du K, :

» K,, est 2 4 la constante de dissociation K . On constate logiquement que K, = K
lorsque k, << k_|, c’est-a-dire lorsque I'étape catalytique est lente devant letape
de dissociation de ES en E et 5 (cas de 'équilibre rapide, voir « Hypothése 3 ») ;

* K,, est le plus souvent compris entre 107" et 107 M ;

* K,, donne la concentration en substrat permettant une demi-saturation de
Ienzyme. Lorsque (5) est exprimée en nombre de K, 1.¢., (5) =a K, la lonction
de saturation prend la forme simple :

Y= @ -2 .
i 1
T Ve (EJ a#l
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* Intérét du K, pour le biologiste
- K,, donne un ordre de grandeur de la concentration en substrat in vivo,
— laconnaissance de la valeur du K, est indispensable pour optimiser in vitro un
dosage d'enzvme ou de substrat,
- K, apporte un ordre de grandeur sur laffinite de difféerents isoenzymes pour
leur substrat.

b) Considérations sur V___

Lorsque (5) == K, lenzyme est entierement complexée au substrat (ES) = (E) , et
la vitesse initiale tend vers l'expression v, = Voo = Koy (E), =k (E), (S)°,

On constate que la vitesse initiale est d'ordre O par rapport a (5) et d'ordre 1 par
rapport a (E). Cette situation est recherchée en biologie clinique (bien que non
obligatoire en pratique), lorsque l'on souhaite doser la concentration dune
enzyme dans un liquide biologique par cinétique enzymatique.,

c) Considérations sur le km

* k_,, 2 les dimensions de l'inverse d'un temps.

* k_,, correspond lorsque I'enzyme est saturé par le substrat, au nombre de cycles
catalytiques effectués par site enzymatique et par unité de temps = tirn-over
number = activité moléculaire spécifique.

* k_,, est le plus souvent compris entre 107 et 10°% min.

d) Considérations sur le rapport k_ /K,

* 5i I'étape de catalyse est relativement lente par rapport a l'étape d'équilibre
{hvpothése de I'équilibre rapide)
koo ke
il B 3k — k,_--|1-K,J|_-
Ku Ky '
Le rapport représente dans ce cas Uellicacité des étapes de fixation et de catalyse.
* Lorsque (5) =< K, . la vitesse initiale tend vers lexpression :

W k
\_.L} — ._.E{Tﬂ.'l.!': [5'} - Hl.’ﬂl EE}]{EJ_
by i

On constate pour (E) fixée, que v, devient directement proportionnelle au rapport
k /Ky et (5). Cette situation est recherchée en biologie clinique lorsque I'on
souhaite doser la concentration d'un substrat S par cinétique enzymatique.

B. Mesure de la vitesse initiale

La vitesse initiale correspond en pratique a des conditions d'irréversibilité, puisque
(P)est# 0. Elle peut ére mesurée a partir de la cinétique de disparition du substrat
ou d'apparition du produit. Elle correspond littéralement  la valeur absolue de la
tangente a la courbe (P) ou (5) = {(t) an temps 1= 0 ;

d(®)
dt

Vi =

=il
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La cinétique [P] = [{t} peut présenter une zone pseudo linéaire plus ou moins pro-
longée (fig. 2) entre 1 = 0 et t = (0 + Ar). Cette zone correspond aux conditions de
vitesse initiale puisque les pentes a l'origine et celle de la droite sont confondues.
Par approximation, on considére que l'on reste en condition de vitesse inidale
pour une consommation en substrat A(S) £ 5 %.

Au plan pratique, c'est seulement dans cette zone que 'on pourra mesurer v, et que
les équations 6 et 7 sappliqueront. Considérant ces équations, on constate gqu'une
vitesse initiale augmente directement avec la concentration en enzyme ¢t de lagon
hyperbolique avec la concentration en subsirat, Il en va différemment pour l'inter-
valle de temps At (correspondant a la zone de linéarité de la figure 2} utilisable
pour mesurer cette vitesse initiale.

P

7

i

diF]

- |

dt Af
Figure 2. Cinétique d'apparition du produit : les conditions de vitesse initiale correspondent
a I'intervalle At

Deux cas sont a considérer

| Vo =f{EJ'I
Dans le milien réactionnel, tous les paramétres physico-chimigques de la réaction
enzymatique sont définis (conditions conventionnelles), sauf la concentration en
enzyme (E) que I'on souhaite connaitre et qui devient la variable. En prenant
l'exemple de I'équation 7, nous avons :

Vo= K(E)t (8)

S
avec K=k i= cte,

Ky +(8),
puisque la concentration en substrat (5}, introduite au temps t = 0, est fixée.
On constate (fig. 3) que la vitesse initiale augmente linéairement avec (E). 1l en
résulte une diminution du temps At de linéarité car une méme concentration en
substrat (5) introduite 2t = 0 est consommeée plus rapidement par une concentration
d'enzymes plus élevée.
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[P]

X

. [El=x

T — — —— -

Figure 3. Cinétigue d'apparition du produit : (5], définte, (E}, variable

Application de I'équation 8 en biologie clinique et en recherche : mesure
indirecte de la concentration d'une enzyme !

Dans les conditions conventionnelles définies ci-dessus, Fapplication de I'dqua-
tion 8 permet théoriquement de calculer (E), connaissant v, En pratique, l'absence
d'étalon pour les enzymes interdit cette démarche et (E), est exprimée indirecte-
ment par la valeur de v, aprés transformation en wnités arbitraires reflétant le tra-
vail effectué par 'enzyme dans le milieu réactionnel. Deux types d'unités sont pro-
postes :

* I'uniteé U correspond a une quantité d'enzymes qui, en conditions conventionnel-
les bien definies, consomme par minute 1 pmole de substrat ou produit 1 pmole
de produir ;

¢ le katal Kat correspond & une gquantité d'enzymes qui, en conditions convention-
nelles bien définies, consomme par seconde 1 mole de substrat ou produit
1 mole de produit.

Ces unités arbitraires permettent expression indirecte de la concentration dune

enzyvme dans un milieu biologique ou au cours d'une purification. Bien entendu,

deux concentrations enzymatiques exprimées par ces unités ne peuvent étre com-
parées que si elles ont é1é mesurées dans les mémes conditions conventionnelles.

Exemples

= premier cas : un laborateire X mesure la concentration en LDH d'un sérum A en
choisissant pour les conditions conventionnelles une demi-saturation de
lenzyme (S) = 1 Km. La vitesse v, mesurde est de 300 pmol/L.min. Cette vitesse
qui, dans le cas présent, exprime un travail effectué dans un volume de 1 1, est
le reflet du nombre de travailleurs, ie., molécules d'enzvme, présents dans ce
litre. Si l'on quantifie ce travail en unités U, on obtient une concentration enzy-
matique de 300 U/ ;

* deuxiéme cas - la v, mesurée par ce méme laboratoire sur un sérum B dans les
mémes conditions conventionnelles est de 600 pmol/L.min. On en déduit fort

L. Omounilise couramment le terme orop gendral o« activitd enzymatique » gu'il vaudrain micux remplacer
par celui, plus précis, de » concentration catalvtigue ».
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justement, puisque v, est proportionnelle a I:E:I'l,, que la concentration en LDH
du sérum B a 600 U/L est deux fois plus élevée que celle du sérum A ;

* troisieme cas : un laborateire Y mesure la concentration catalytigue en LDH du
sérum A par une méthode optimisée (pour les nouvelles conditions convention-
nelles, la concentration en substrat est saturante, les autres paramétres physico-
chimigues demeurant inchangés). 1l mesure logiquement une concentration
catalytique de 600 U/L. Le médecin confronté a ces deux résuliats est dubitanif :
une méme concentration en LDH est exprimée par deux valeurs différentes !
Quelle valeur choisir 7 Les deux résultats sont bons en théorie mais, en pratique,
on ne peut les comparer car le travail a été effectué dans des conditions conven-
tionnelles (environnementales, etc.) différentes.

Conclusion ; les concentrations catalytiques expriment indirectement les concen-

trations d'une enzyme qui eflectue un travail. Pour pouvoir comparer différen-

tes concentrations catalytiques entre elles il faut placer l'enzyme travailleuse
dans le méme environnement professionnel, ie., les mémes conditions conven-
tionnelles.

m v, =f(5),
Dans le milieu réactionnel, tous les parametres physico-chimiques sont délinis,
saul la concentration en substrats introduite au temps = 0:(E) lixée,
(5}, variable. Reconsidérant les équations 6 et 7, on constate que la vitesse initiale
augmente de fagon hyperbolique avec (S}, et tend vers une limite correspondant a
la vitesse maximale V_ (fig. 5).

[P |.l|"~'1
25 —
& PHI0KEm & (F1Em

20 = ¥ (P 2EmM - (P05 Km

—a—N

o
+ 5 10 15 20 75 30

Figure 4. Cinétique d'apparition du produit : (3), variable, (E}, définie

1 iming

L]

=]

Dans la représentation (P) = ({1}, et pour des concentrations en (5],;, croissantes, on
constate (fig. 4}, avec laugmentation de v, une augmentation du temps At pen-
dant lequel on peut considérer la cinétique comme linéaire, En effet, lorsque (5)
augmente, une méme concentration en enzyme mettra plus de temps pour attein-
dre la limite de 5 % de substrat consommé (limite approximative fixée ci-dessus
pour le respect des conditions de vitesse initiale ).

241



Tome 2

242 Biochimie fondamentale

NB : considérant les points « v, = HE), = et « vy = [(3); » ci-dessus, pour oplimiser la mesure d'une
concentration catalytique il faut travailler en conditions conventionmelles telles que v = K.(E), et avec
le facteur K le plus élevé possible, 11 en résulte un signal mesuré plus élevé, un At pour le respect des
conditions de v, plus imponant et done une meilleure précision pour I'ensemble de la mesuve,

8 5
Le factenr K=k, A’_—wnd vers wn maximum k_ lorsque —{ h =1,
Ky + [h}p Ky +{5:|u

Dans ce cas, l'enzyme est saturée par le substrat ; (5), ®= K, {en pratique > 10 K,,),

C. Expressions graphiques de I'équation d’Henri-Michaelis-Menten

De nombreuses représentations graphiques ont été proposées, qui ont toutes pour
linalité de mesurer K, V__ etk K, estdirectement mesuré sur le graphe tandis
que k_ est calculé a partir de la mesure graphique de V__ connaissant (E),. Ne
sont décrites ici que les quatre représentations les plus citées : la représentation
hyperbolique et trois représentations linéaires.

1. Représentation directe de I'équation de HMM : v, = fi(S)]

¥ b

Reéaction d'ordre 0
N ——
Reaction
d ordre 1

|- oS

Figure 5. Equation de HMM : v, = f{{S),]

Pour (E) fixée, on mesure la vitesse initiale en fonction de concentrations crois-
santes en substrat (5], La courbe hyperbolique v, = [{5) peut étre décomposée en
Iris ZONes :

= Zone 1 : (5], = K, en pratique, (5) = 0.1 K,,. L'équation de Michaelis devient :

kealE), oy W
il . s dm .
vn=—l{5}=ﬁ|‘l5]=l{{5]- (9)
Ky K
La vitesse initiale est d'ordre 1 par rapport a (5). Dans ces conditions, il est pos-
sible de doser un substrat par la mesure de v, (mesure de la concentration en
substrat par cinétique enzymatique). Le coellicient K est en pratique déterminé

par un éalonnage préalable,
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* Zone 3 : (5), = K, en pratigue, (5) = 10 K, . L'équation de Michaelis devient :

Vg = L-Ll{ :’{l-"} _kul{l:} _1|"'r:||:|~=' {1{}]

La vitesse initiale ne dépend plus de (5) —ordre O par rapport a (S) = car
I'enzyme est saturée par le substrat : (ES) = (E). En revanche, v, est directement
proportionnelle a (E), . Ce sont les conditions optimales pour doser la concentra-
tion catalytique d'une enzyme (voir « v, = [{5), » ci-dessus).
NE:laV , estaussi une vitesse initiale. 5i, ayant déterminé Vimax, on connait en outre (B3 il est
alors possible de caleuler k|
* Lone 2: 0,1 K,, 5{(5), < 10K,,.
L'ordre de la vitesse initiale par rapport a (5) est compris entre 0 et 1,

IIS:"'l}llt‘.-]

Considérant la relation v, = K.(E) , avec K= cte = k ,, ————,
0 ' Koy +{':1]n

il est toujours théoriquement possible de doser la concentration catalytique d'une
enzyme, mais les conditions sont d’autant moins optimales que (5) est plus petit
{diminution du At respectant les conditions de v, signal plus faible).

Cette représentation simple permet :

* de mesurer V___siles concentrations en substrat sont suffisamment elevées pour
que v, tende vers son asympiote. Dans le cas contraire, il faudra adopter une
représentation linéaire de Uéguation 7

* de mesurer K, connaissant V| /2. En effet, reprenant I'équation 7, on constate

que K, définit la conce ntration en substrat permettant une demi-saturation de
Penzvme :

pour (S} = I{H{ES} = 05(E) et vy=0,5V

mnax’

2. Représentation aux inverses de Lineweaver et Burk : 1/v, = f{1/(S)]

Wy

, =08 - 0.4 " 0.0 1.4 0.8 1.

[
F
o

mi

Figure 6. Equation de HMM : représentation aux inverses de Lineweaver et Burk

Jnd
a
ot
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Inversant I'équation 7 :

1 Ky#[S)_ 1 Ky 1 (D
Yo \"Fmax{S} 1""rl'l'lmx Vo {r:}
Cette représentation, la plus décrite, présente l'avantage apparent de pouvoir
mesurer K, et Vi partir d'un nombre limité de points expérimentaux et sans
atteindre 'asymptote de la courbe hyperbolique. Cependant, du fair de I'inversion
des variables, les erreurs sur les faibles valeurs de (5) et de v sont amplifices.

3. Représentation d’Eadie v, = flv/(S)]

Multipliant les deux membres de U'équation 7

volKy + ()] =)V

LIE

Puis divisant chague membre par (5), vient :

CKy (12)

(s)

NB : en inversant les variables v et x, on obtient la representation d'Eadie-Scarchard © [v /5)] = flv,).

Vo = 1"'!111:15-;

Ya 1"_""'-'-* Mo (13

() Ky Ky
L'¢quation 13 correspond an cas particulier de la relation de Scarchard appliquée aux enzymes. En effet,
puisque v, =k_ (ES)et V_ = k L EJ,  endivisant les denx membres de Méquation 13 par kil vient ;

(es) _[E), _(Es)
(5] Ky Ky

. relation identique i la relation de Scatchard appliquée 4 une protdine récepteur R

(Rs) (RJ), (RS}

= (14
(S} Ky Ky

de constante de dissociation K, :

1"'I-||'|,?m.

'\'\.."i-_

7 |

T

T

i
l'. s

K,
Figure 7. Equaticn de HMM : représentation d'Eadie
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4. Représentation d’Eisenthal et Cornish-Bowden (1974)

Cette représentation est plus connue sous le nom de « représentation graphigue
linéaire directe ». Elle consiste a réarranger l'équation classique de HMM en
Fexprimant selon le mode V= [{K,,). soit

v:ln:m = "’Il'l+_uH_‘-,1- {15]

(s)

Par exemple

* pour l'expérience 1, nous avons un couple de valeurs v, et (5}, qui permet de
tracer une premiére droite V= [[K,,) qui a pour intersections avec l'axe des
ordonnées la valeur Vg, €t avec 'axe des abscisses la valeur =(5) - Cette droite est
le lieu géométrique de toutes les paires de valewrs (VK ) possibles pour les
valeurs expérimentales v €6 (5)) mesurées

« pour 'expérience 2, nous avons un couple de valeurs v, et (5}, qui permet de
tracer une deuxieme droite diintersections avec les axes @ v, et —(5),, etc.

Dans nos conditions opératoires, il n'v a pour chaque droite qu'une seule et méme

paire de valeurs (V__ . K, } possible {puisque tous les parameétres sont délinis sauf

"I-I

pLaHE A

la concentration en substrats). On en déduit que les différentes droites ont une

intersection commune de coordonnées Vo €1 Ky

-

= [5]1 =[50 -5 K
Figure 8. Equation de HMM : représentation d'Eisenthal et Cornish-Bowden

ﬁl. Etude de cinétiques réversibles : effet du produit
sur la vitesse

A. Modele plus realiste a deux complexes centraux

Le schéma réactionnel (toujours pour un seul substrat) est le suivant ;
k k k

b e el o
E+5"k—l-|'bT—|‘] -Tt—1-1‘.+|

Avec (), = |(E) + (ES) + (EP)]
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1. Hypothése de I'équilibre rapide : cas fréquent
mais pas toujours vérifié
On postule d'une part que les complexes ES et EP sont en équilibre rapide avec

leurs ligands S et P et, d'autre part, que les étapes de catalyse de ES en EP et vice-
versa [k, et k , dans le schéma ci-dessus) sont les étapes limitantes

» in vitro, I'AE est habituellement mesurée en conditions de v, et on peut écrire
pour les vitesses initiales aller et retour :

. — lI"'Irl:l:l.:'l:ln:."'. [:5} — II"'II|'||_;|:-.;H:{.Fr:l
TR+ E T TR+
ENS
dans le sens aller Viaxa = Ko(E), Kg= % = LS
1
ENP]  k
et dans le sens retour V., =k L(E}, K;= {[E}L]} = 3
=1

* in vive, les conditions sont différentes. Nous sommes en présence d'une propor-
tion variable de S et P. La vitesse nette v dans un sens (ou I'autre) ne peut étre cal-
culée par la difference (v, =vy,) des équations ci-dessus qui supposent
I'absence du « produit » ou du « substrat ». Ainsi, par exemple, pour le sens
aller, la vitesse nette vers la formation du produit a pour expression :

dy _

" v, —vp avec v, =k,(ES) et vy =k_,(EP)
C

¥ =
¥ nellE

bk, {ES) =k _,(EP). (16)

Divisant les deux membres de I'équation 16 respectivement par (E), et son équiva-
lent [(E) + (ES) + (EP}] et remplagant (ES) et (EP) par leur expression en fonction
de K_et I{p, on obuent finalement pour la vitesse nette dans le sens aller :

) - ""'rm.'l'-:H ")

v = Kp
HIEE 1+ |:.5_::| + {P_:I
Ko K,

, : r (P
q.'-l'i S ECTit = b”“gl:jtb} _ Eln-m;.;-:}'; ) _ an
Kﬁ|:l+ﬁpj|+{5]' Kp[l+ n }+{F]

¥ nette =

'\..'

max A KE

5

Commentaires sur équation 17 : P et 5, qui sont en compétition pour le méme centre
actif, se comportent comme des 1 compétitils mutuels (voir « Inhibition compétitive w ).
Ainsi, pour la constante de dissociation apparente pour S nous avons lexpression

(F)
K app H'_~|:| +H_i|1

II‘
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] , (0
qui est de la méme forme que K, app = Khll + ?
I
si P se comporte comme un inhibiteur compéritl. On constate le méme compor-
tement pour la constante de dissociation apparente pour P

(5)
Kp app = 1{{1 + %—}

5

2. Hypothése de I'état stationnaire

Cette hypotheése est plus générale car elle ne présuppose pas que les étapes de catalyse
sont  systématiquement lentes par rapport aux étapes de dissociation des
complexes ES ou EP. Mais le traitement mathématique, plus laborieux, ne sera pas ici
abordé. Retenons simplement que la vitesse nette dans Pétat stationnaire a la méme
expression que dans léquation 17. Cependant, les constantes de dissociation K_ et I{P
sont remplacées par les K correspondants. Les expressions des K _ et k__ en fonction

Gl
des constantes de vitesse sent aussi plus complexes. Par exemple, dans le sens aller :

K.k, Kk ko 4 ok,
calA = k + ];'; + ]:': el i i = ]-l;. {k .I_{ =
2 -2 3 vk + ki + k)

NB : on constate gue lorsgue 1:1 el k—z << [T TAPPOTE aux autres constantes de vitesse, les K_ et k
tendent vers les expressions démontrées pour hypothise de éguilibre rapide.

(=1

3. Relation de Haldane
A T'équilibre de la réaction, la vitesse nette est égale a zéro
P .
I {S}uq |:'q.‘—ll"‘l‘.‘—lir‘—ﬁ

Reprenant le numérateur du premier membre de l'équation 17, nous avons l'égalité

(5] (P),
Vonetie = 1||I'r1|1r|=-;.-‘| —= - s B —= 0.
K Ky
(Ploy W (K
On en déduit K, = Lot s 2 prelation de Haldane, (18)

- I:S:]i:q

NB @ dans le cadre de lhypothise de I'état stationnaire, on remplacera dans Uéguation 18 les constantes
de dissoclation par les K,; correspondants.

IIII'Irl||1:l u R "II I{l'

B. Interactions protéine ligand : relation de Scatchard

1. Définitions
Beaucoup de protéines (e.g., enzyme, Ac, récepleur, transporteur, etc.) présentent

la propriété de reconnaitre spécifiquement un ligand selon le modéle de 'équilibre
rapide. La capacité de liaison du ligand par la protéine dépendra de la constante
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drallinité K, (= I/K) et du nombre n de sites de reconnaissance pour chaque
molécule de protéine.

2. Approche quantitative

a) Hypothese
Un ligand 5 est en équilibre avec une protéine réceptrice de concentration
totale (R}, et possédant, par molécule, n récepteurs R indépendants et de méme
affinité pour le ligand 5.
R+5 == RS

La constante de dissociation intrinseque d'un site K est égale a
1k @)
K. k,  (RS)

La concentration totale en récepteurs (R), est égale a n fois la concentration totale

en proiéine récepirice nI:R}u: {R}l = n{R]ﬂ.
La concentration en récepteur lié RS) est égale a {RS] ={R}l —I:R] ={5]|1-:'
En remplagant dans l'expression de K, la concentration de {R] par {Rj[ - {RS},

(RS) (R) (R), _ (Rs) _ n(R), _(rs)

on obtient : = = .
(s) K, K, K, K, K,

(19}

L'équation 19 est plus connue sous le terme de « relation de Scatchard ». Elle per-
met (par des expériences de dialyse a U'équilibre), en faisant varier (S) et en
déterminant (RS) pour chaque valeur de (5), de wacer la droite (R5)/(5) = [ (RS),
de pente - /K, ou=-K, et d'abscisse a l'origine n(R),. Cette représentation (fig. 9)
permet done de dtltrmmer Ky (ou K, ) etn cnnnmbsanl (R},

{RS5W5]
k

/

il HDI."I{d

- 1/Kd

(R5)

\ niiF

Figure 9. Représentation de Scatchard
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NE 1 : In vivo, (R}, est souvent << {5}, = (5} = (58}, — (RS} # {5}, Mais dans les expériences de dialyse
a léquilibre, il est imperatil que (R, soit de Vordre de grandeur de (51, En effer, on mesure (RS) par
la différence entre la somme [(R5) + (5)] mesurée dans le compartiment contenant le récepteur et (5)
mesurée dans le compartiment sans récepteur, Pour que la mesure de (RS) soit significative, il faw
que la valeur de (R5) soit = 4 la précision sur la mesure de (5).

NE 2 : en divisant les deux membres de Uéquation 19 par (R}, on obtient ;

(%) Ky Ky ':R:Iul.
la fonction v exprimant ke nombre de molécules de RS (ou 5 lides) par molécule de protéine réceptrice,
NE 3 : si dans I'éguation 19 on intervertit les axes des v et x et si la protéine B est une enzyme E, on

obtient l'expression de v, dans la représentation d'Eadie-Hofsee Cfig. 70

m[[LIT? ={E} =K (ES) = (en multipliant par k. ) v, =V

{EF'}="|:E}|:| -K m [5]

kYo
e Tey

b) Principe de la dialyse a I'équilibre
Le systeme de dialyse est constitue de deux compartiments (A et B) séparés par
une membrane semi-perméable. Le diamétre moyven des pores de la membrane est
choisi pour étre inférieur a celui de la protéine récepirice R,
*at=10:

— le compartiment A ne contient que la protéine R introduite a une concentra-
tion {R]ﬂ et qui ne peut pas passer dans le compartiment B,

— le compartiment B ne contient que le ligand ou substrat 5 introduit & des con-
centrations variables (S), et qui peut dilluser librement vers le comparti-
ment A & travers la membrane pour s'équilibrer avec la protéine R ;

* au temps t correspondant a équilibre de dialyse, les concentrations en substrat
libre (5) sont les mémes dans les deux compartiments. On a done :

— dans le compartiment A : (5) libre et (5) li¢ = (RS),

— dans le compartiment B : (5) libre.

La différence : valeur de [(5) libre + (5) lié] du compartiment A - valeurs de (5)
libre du compartiment B permet de calculer la concentration (5) lié = (RS), donc
le rapport (RS)/(5), et de tracer la représentation de Scatrchard.

ﬁll. Effecteurs de I'activité enzymatique

Parmi les nombreux effectenrs physico-chimiques répertoriés (pH, température, acti-
vateurs, inhibiteurs, etc.), seuls les inhibiteurs sont ici développeés. Par leur spécificité
et leur mode d'action, les inhibiteurs d'enzymes sont des molécules wres intéressantes
pour le développement de médicaments. D'ailleurs, la plupart des principes actifs des
speécialités actuellement sur le marché ou en développement somt des inhibiteurs
d'enzymes stratégiques du métabolisme aussi bien des eucaryotes que des procaryotes.
Le chapitre des inhibiteurs étant trés vaste, nous avons du nous limiter dans les choix
des modeles, Nous présentons bien siir les trois modéles classiques bien décrits dans
tous les ouvrages : les inhibitions rapidement réversibles de type competitif, non com-
petitif et incompétitif. 1l existe cependant d'autres modéles dinhibition dont lintérét est
peut-étre de mieux représenter la réalité ou de permettre le developpement de médi-
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caments plus efficaces : inhibiteurs réversibles a forte affinité evou a interaction lente,
inhibiteurs irréversibles, etc. Sans trop entrer dans le démil de leur cinétique, nous
décrivons aussi ces différents modéles dont le concept est relativement récent.

A. Inhibitions rapidement réversibles simples

1. Inhibition compétitive pure? : & K_

a) Définition
Un inhibiteur compétitf (1C) se combine a E, le plus souvent sur le site de fixation
du substrat 5, de telle sorte que S ne puisse plus se fixer : les lixations d'1 et 5 sont
donc mutuellement exclusives (pas de complexe EIS). | est logiquement un analo-
gue du substrat ou du produit non métabolisable ou un substrat alternatif (Man ou
Fru pour 'hexokinase) ou encore le produit de la réaction. Dans certains cas, I'1C
n'a aucune analogie structurale avec 5 : c'est le cas de certaines réiroinhibitions, o
une enzyme d'une étape d'engagement d'une voie métabolique est inhibée par le
produit terminal de la voie métabolique qui, en se fixant sur son site allostérique,
rend inaccessible le site de fixation du substrar.
Exemple d'1C : le sulfanilamide analogue de l'acide paraminobenzoique {(PABA)
est 1C de la dihydroptéroate synthétase bactérienne.
('.'::rrlsf.quﬁncﬁs : pour ung concentration fixée en ENzyme, \f“m esl inc‘.hangﬁ".r., mais
Iaffinité de E pour 5 est diminuée = K et K sont augmentées.

b) Cinétigue du modéle pur : selon I'hypothese de 'équilibre rapide

k
E+S &2 ES —55 E+ P K, =k_/k, = (EXSW(ES)
+ (ES) = (E)[(S)/KD]
[
1k, K. = k_,/k, = (E)(I/(ED)
El (El = (E}{(1)/ Ki]
(5)
Vo _ k,(ES) _ Yo _ VMo _ KD _ (S)
(E), (E)+(ES)+(EL)  ky(E), V.. (s} ] .
1+ o KDL+ Xi +(5)
N - dans le cadre de Phypothisse de P'état stationnaire, Km remplace Kd.
Vg (5) (5)

L20)

1

L— Kmli‘_r[f[]]_ﬂ:g:l |":||-_1[:|:-‘|'{5]

Fed

Le termie = pur & décrit wn modele dans leguel les fxations &7 e 5 sont tolalement exclusives. Mais on
preut trés bien conecevoir des modéles a exclusion partielle. Par exemple, 5 pourralt se [ixer sur E1 mals
avec une moindre affinité aKi (et = 1}, Une fois formé, le complexe ESI serait catalysé en produit avec
la méme efficacind que le complexse ES (% inchangé), Dans e cas, nous serions en présence dane inkd-
hivion compétitive pantielle,
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Pour atteindre une fraction donnée de Vil faut toujours la méme valeur de (5)
quand elle est exprimée en unités K . ie, (5} =a K Mais comme K est

mapEn mafIp

augmentée, (S) lest aussi. Par exemple, calculez (S) en unités K pour obtenir
80 % de V___en absence et en présence d'un 1C7

Le degré dinhibition = "”I'r‘ = ) )
Yo D+K A+ )

|

est dlautant plus élevé que (1) est grand et que K, et (5K sont petits,

5
La concentration en | pour obtenir 50 % diinhibition est égalea 1 1C, =K I|:1 + E{—}]

m

¢) Autres modéles d'IC

& Enzymes ayant plusicurs analogues de S

Par exemple, une phosphatase pouvant hydrolvser deux esters phosphates A et B,
On démontre facilerment que :

.II"'rmu.:-:.Jn {"{I":I + ""'I"-.u_..;ﬁ l:H'.}
H.mll + ::m }+ (A) }r{mﬁ[l + :":' }+ (B)

mib i

Yo=

@ Régulation par le produit

S et P sont interconvertibles et on suppose que le pool (51 + (P} est constant dans
un compartiment cellulaire, Toute variation de (5) entrainera une variation oppo-
sée de (P) qui se comportera comme un [C (voir « Effet du produit sur la vitesse
nette » ). Comme dans le cas de la PE, V'ATP est un 1C de la fixation de VADP.

d) Représentations graphiques

Aiv,=11(5)] B:liv, =T [1/5)]
Vi &
v
L II|l

L b:il=K
! o[l = 2K,

——

Km k‘mapp Km.]pp 151 l I 1

m K|l|.||1|:- 5]

Figure 10. inhibition compétitive

3. Réponse:enabsence de 1, {3) =4 K ef en présence del (51 =4 Hn:ﬂ;-;--
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2. Inhibition non compétitive (INC) : ™ k, (ou k_,)

L'inhibiteur en se fixant sur son site (# site substrat) modifie le site catalytique de
telle sorte que 0 <k, <k, !

* sik, = 0= INC pure;

* 510 <k, <k, = INC partielle.

Cas idéal de 'INC pure : la constante catalytique du complexe ESlL estnulle : k,, = 0.
Il en résulte pour l'ensemble des complexes ES et ESI une constante catalytique k,
apparente diminuée au prorata du rapport (ESIW(ES).

a) Hypothéses : K =uK et K; =K, = u=1
S et 1 se lient réversiblement et indépendamment sur E sans modification mutuelle
de leur constante de dissociation K, et K, le complexe ESI est ici improducul
(contrairement & 'INC partielle).
I"~+'.!
E+5—E —EP —E+P

+ kD + |

I
Itk I ok,

Fl+5 5= ESI<=E+P
ﬂ.kn

L'inhibition n'est pas déplacée par S puisque la fixation de | est indépendante de 5.

b) Cinétique : hypothése de I'équilibre rapide
vy k,(ES)
(E), (E)+(ES)+(EI)+(ESI)
avec (ESI) = (EDNSWK, = (ES)IVK, = (EXSIIVK K,
(5)
Vo K, {5) (5}

Vo 1, O, D D~ (1) 1 1) (0 1
o Klfl I';:1 N I:';:‘-‘-:l:E'i:i. I{:I[l-'. Kl} {5:] o Kl} [l+ Ki 1H(I +{5]]

Par rapport a équation normale, les termes (IJ/K, et (SHIVK K, correspondent
aux contributions respectives des cnmplexes El et ESL Le terme (5:'-"1{,_, au nume-
rateur indique la présence d'une seule espece (ES), productive de P. L'éguation ci-
dessus peul aussi s'éerire

Vo= 1""I!nax{5'} - vlﬂ..l!-[ll:s':l avec V - vmax {2”
| miaxh "
[1+“3}H‘| +(5)] [ka+)] 1+E

V., estdiminuée d'un facteur [1 + (IVK | qui représente la distribution de linhi-

13X

biteur dans la forme libre d'E et dans le complexe ES puisque [(IVK, = (E1)/
(E} = (ESIV/(ES)].
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Le degré dinhibition = Y~ Vioy__ % __ )
Vo K, +(I) K, +(I)

Une variation de (5) entraine une variation de v, et v, dans une méme proportion.

est indépendant de (5).

c) Représentations graphiques : v, = [ [(S)] et 1/v, = [ [1/(S)]

:
1k
¥ =3k F
I =K,
1
(1] =t
""'Im.:'-.w
™m b::III
P = [A]¥]
Im=ix I'lI.||I.I|qI
. l'"m.l'-. I
I 1
k. 151
i
15}
Figure 11, Inhibition non compétitive
3. Inhibition incompétitive ou anticompétitive (IAC)
a) Hypotheéses
Un [ incompétitil se lie réversiblement uniquement au
complexe ES avec formation d'un complexe ESI non pro- k k..
. . . . 7 +1 +2
ductif. 1l en résulte une diminution de V.___ et du K, {on R
s . . max d E+5S=—=E—E+P
Kﬁn} d'un méme facteur [1 + (IVK ], Ce schéma (qui cor- -
respond & une addition erdonnée sur E de deux ligands)
est rarement rencontré pour les E a un seul 5, mais rela- I.T K
tvement Iréguent pour les E multisubsurats, Contraire- £S5
ment 4 I1C, le degré d'inhibition est augmenté par une
augmentation de (S).
b) Cinétique : hyptheése de I'équilibre rapide
)
v  LES) K4 _ (5)
Vs (EJ, (5)  (5)1) (|
L+ 254 Ky +(5)| 1+
K, K S e

L'équation ci-dessus peut aussi s'écrire :
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ITI.]J:I{

v 5) avec WV Ky (22)

[Kdt+li )] Hl:_n_ c_q]

ki
V., et— K sont divisés par le méme facteur : [1 + (1VK,].
Vo~ Vi _ )

o (1) + K, {1+

Le degré diinhibition =
(K d}

)’
est d'autant plus éleve que (1) et (5) sont plus grands.
c) Représentations graphiques

M i =0 M

T SR creeeie e =3
;l(( I = I':

I} = K

50 }- 1
-—*ﬁ_’/’f Varaapp
a5 fee=s __.__._,_-!Fi"- - / Km - Rnsapp
: | . Ijll-l'LK, / e Y macaps
[ -1 -1 7/ T
Ky Pt [al
.,,.":T azll=n

bl =K, o
o

W

a3 AR

Figure 12. Inhibition ant |-:::-rn.|pét|t4'.-g

B. Inhibiteurs réversibles a interaction lente et/ou haute affinité

1. Inhibiteurs réversibles & haute affinité : tight binding inhibitors (TBI)

* Dans ce modele, I'équilibre est wrés rapidement atteint. La constante de vitesse
dassociation k| du complexe EI est augmentée tandis que la constante de
vitesse de dissociation k_; est normale ou diminuée). 1l en résulte un K, tres fai-
ble (< 107°% M). En général, pour les études cinétiques, on utilise des concentra-
tions d'inhibiteur de l'ordre du K. Ainsi, lorsque K, est tres faible, (1D est tres fai-
ble, de l'ordre de grandeur de EE} et (1) = [l} - I:EI}I n'est plus asamnlahle a (1),

* Exemple d'inhibiteur a forte affinité : le methntrexatc analogue du dlh}'drufnlate
(FH2) est 1C de la dihydrofolate réductase (DHFR) avec un K, = 6.107"" M et une
demi-vie de plusieurs heures.
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2. Inhibiteurs réversibles a interaction lente : slow binding inhibitors (SBI)

Dans ces modéles, les formation et dissociation du complexe EI sont relativement
lentes et I'état stationnaire n'est atteint qu'au bout de plusieurs secondes, minutes
ou heures, au lieu de [ractions de secondes pour les I rapidement réversibles. Les
constantes de vitesse k__ et k_, sont diminuées et, selon la valeur de leur rapport,
K, sera normal (SBI)} ou tres faible (slow and right binding inhibitors : STBI).
 SBI: k_, etk ,sont diminués dans des rapports voisins et K, est normal (# 107° M),
Le complexe El se forme lentement, mais se dissecie aussi lentement,
* STBI : k g est plus diminuée que k_, et donc K, est tres faible < 107 M. Le com-
plexe El se [orme lentement mais se dissocie encore plus lentement.

C. Inhibition irréversible

Alors que pour les | réversibles K est le meilleur indice d'elficacité de Iinhibition,
pour les I irréversibles on utilise pluiat la constante dinactivation ket parfois
K.. Ces inhibiteurs irréversibles se caractérisent par :

» une réaction stoechiométrique de 1 avec E ;

* une protection partielle par s ;

* une cinétique de pseudo ordre 1 pour la perte d'activité .

* E demeure inactive aprés élimination d'l (par dialyse).

Les inhibiteurs irréversibles sont classés selon leur mode d'action en deux catégo-
ries principales.

EIETH

1. Inhibiteurs réagissant d’'emblée avec le site substrat :
marqueur d'affinité (active site directed irreversible inhibitors)

Ce sont des analogues de substrat possédant une [onction réactive susceptible de

réagir avec une lonction nucléophile du site de fixation de 5.

Ces inhibiteurs sont assez peu intéressants comme médicaments car :

* leur affinité est souvent faible = doses élevées pour obtenir un effer thérapeutique |

* du fait de leur réactivité intrinseque, des réactions et donc des effets secondaires
imprévisibles sont possibles avec d'autres protéines = toxicité.

2. Inhibiteurs réagissant avec le site catalytique : substrat « suicides »,
« mechanism based inhibitors »

a) Définition

Ce sont des analogues de substrat sans fonction réactive d'emblée. Apris 'étape de

linison a I'enzyme, ils sont transformeés par les propriétés catalytiques de 'enzyme

(étape k) avec création de nove d'une fonction réactive qui va ensuite permettre

la liaison covalente de 1 sur une fonction nucléophile du centre actif de lenzyme.

Avanlages el inconvénients ;

* ces | suicides connaissent un grand succes comme médicament car ils sont tres
sélectils (par les étapes de hixation et de catalyse) et donnent donc peu d'effets
secondaires |

(]
(]
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* mais l'espéce réactive E1* est susceptible d'gtre libérée prématurément du centre
actil avant formation de la liaison covalente avec E.

b) Cinétique
E+ 1 El 2o [(F1*) = E - 1]

L'inactivation de E suit une cinétique de pseudo ordre 1.
dlE-1 El
LB k) e (1) =(8), (1)~ ()= 0),~-0)-
E) —(E-1 - E} —(E-1
[EI] = [ ]t ( ] =3 v = d{E I] = kinac[—“—:] que I'on peur écrire :
K di K

0) 0]

V=

d(E-1) Ko 1 1 K, 1

=k L dt avec k_ ="""= el = i

{E}[ _{E_I] " " |:]:+Ki, kﬂ’h-s 1'{“in:ﬂ: kiﬂit (1)
Ul

On constate que k. = 0 quand [I] = 0 et que k., = k. quand I[I} — oa,
Apres intégration :

(), (E-1) A

In—— L =k, 1 =In—. 23
" {E]; o n‘q'." ()

A étant 'activité enzymatique résiduelle (que I'on peut eEXprimer en pourcentage de
Factivité enzymatique totale A

¢) Représentation
» les concentrations de E, Setlat= O sont définies : le Ingarithme de l'inactiva-

tion de E par I en fonction du temps suit une décroissance linéaire de pente -
I"‘uhr. ol — kﬂlﬁfl,‘i en fonction du choix du logarithme.
* pour une concentration en E et S fixée : lorsque (I) augmente, on obtient une
[amille de droites, de pentes k , croissantes et tendant vers un maximum k__ .
la représentation secondaire de Lk ;= [[1/(1}] permet de calculer ket K
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[0 =0
0 > — A S e e e e S S B e
=
s =
3 =02 %K,
-1 -
. . (1] = 0,5 = K,
&
z -2
.‘.:] | pente = — K .. [0 =&
g
2 -3
A l=2xkK,
= i
-
-5 =
L L e
L1 1 20 10 e S0 il L Hik il 100
Termps iming
Figure 13. Inhibition irréversible, cinétique d'inactivation
IEH].-.-
3{'_
il
6D pente = Rl
g .  Atesscesscias
E
J
“':E 50
&
= 40
30
- 1K =
\/_ illl":.in.'u'r
i 1 J 1 I i I 1 ] 1 I ]

10
Figure 14. Représentation secondaire de IMinverse de la pente L'k, = [1/A1}]
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L'essentiel de la question

Les enzymes sont des protéines dont la fonction biologique est |a catalyse des réac-
tions du métabolisme du vivant. L'activité catalytique de 'enzyme ou =« activité
enzymatique = est le plus souvent mesurée par la vitesse initiale ou v, de la réaction
catalysée, i.e., absence du produit de la réaction. Pour le pharmacien biologiste les
applications de la mesure de v, sont triples :

- mesure indirecte en conditions conventionnelles [v, = K - (E},] de la concentra-
tion d'une enzyme (E),. Cette concentration est exprimee en unités arbitraires,
I"Unité ou le katal, exprimant le travail de catalyse réalisé par I'enzyme.

- mesure en conditions conventionnelles [v; = K' - (3);] d'une concentration en
substrat.

— mesure de l'efficacité et du mode d'action d'un médicament inhibiteur
d'enzyme.

La premiére partie de cette question etudie la réaction enzymatique dans des condi-
tions de vitesse initiale, i.e., irréversibles, sur un modéle simplifié a un seul substrat
et en déduit la relation fondamentale de Henri et Michaelis-Menten (HMM). Cette
relation conditionne les trois applications ci-dessus. Quatre représentations graphi-
ques de I'équatien de HMM sant proposeées : une représentation hyperbolique et
3 représentations linéaires. Elles permettent de mesurer KM et Vmax mais aussi de
déterminer pour les inhibiteurs rapidement réversibles le mode d'action de 'inhibi-
teur.

La deuxieme partie atudie la réaction enzymatique dans des conditions de réversibi-
lité et toujours sur le méme modele simplifié a un substrat. Ces conditions sont plus
représentatives des nombreuses réactions enzymatiques in wivo que les conditions
de vitesse initiale que I'on observe plutdt in vitro. L'équation de la vitesse nette de
la réaction démontre que le substrat et le produit se comportent comme des inhibi-
teurs compétitifs mutuels. A I'équilibre la vitesse nette de la réaction &tant nulle,
on en déduit une expression de la constante d'équilibre qui est égale au rapport des
rapports (Vmax/K,,) de la réaction dans les sens aller et retour (relation de Haldane).
D une facon plus générale, I'étude de |a liaison entre une protéine et son ligand spé-
cifique & I'équilibre aboutit & |a relation de Scatchard qui permet, par une représen-
tation graphique, la mesure d'une part des constantes de dissociation (ou d'affinité)
de la protéine pour son ligand et d'autre part du nombre n de sites de liaison par
molécule de protéine. En particulier pour les enzymes cette relation s'applique a
tout équilibre avec un effecteur spécifique, e.g., substrat, activateur, inhibiteur.

La troisiéme partie aborde I'inhibition de la réaction enzymatique.

- Les trois modéles classiques d'inhibitions rapidement réversibles (inhibitions
competitives, non competitives et anti-compétitives) sont détaillés. D'autres
modeles d’inhibition rapidement réversible, un peu plus complexes mais peut-
&tre plus fideles a la réalité (inhibitions partielles et mixtes), ne sont pas abor-
dés car non traités dans le cursus universitaire de base.

- En revanche d'autres types d'inhibitions, bien que ne sont pas traités dans le
cursus de base, sont ici présentés et partiellement développés car ils sont & la
base de la conception de nombreux médicaments récents plus performants dans
leur demi-vie et dans leur spécificité. Ce sont les inhibiteurs réversibles a haute
affinité et/ou 2 interaction lente et les inhibiteurs irréversibles du type
« inhibiteurs suicides ».
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¥ horméostasie du milieu intérieur est en majeure partie assurée par le rein en raison
de sa remarquable structure. En effet, grice & la disposition particuliére et au
fonctionnement intégré des unités fonctionnelles élémentaires le composant, les néph-
rons, il participe a la régulation du volume et de la composition des liguides corporels
en contrilant I'excrétion d'eau, d'électrolytes ef d'ions H*, ef en assurant ['8limination
de certains déchefs du méfabolisme azoté comme l'urée et 'acide urigue. Le rein est
egalement la cible de nombreux médiateurs hormonaux. En outre, il posséde une véri-
table fonction endocrine puisqu'il synthétise des facteurs hormonaux agissant sur lui-
méme ou sur des organes cibles. Par cette fonction endocrine, le rein participe & Ia
régulation de la pression arlérielle (systéme rénine-angiotensine-aldestérone), du
metabolisme  phosphocalcique  (hydroxylation du 25 hydroxycholécalciférol), de
I'érythropoiése (synthése de I"érythropoiétine), de la vasomofricité (synthése de média-
teurs vasoactifs : prostaglandines, bradykinine).

[_I Organisation du rein

Une meilleure compréhension de la physiologie rénale va de pair avec une
meilleure connaissance de la structure anatomique du rein. Les reins, situés dans
la partie supérieure de la [osse lombaire, ont la forme d'un haricot, comportant un
bord externe convexe et un bord interne concave margué par le hile rénal. Le poids
d'un rein chez Thomme adulte est de 150 g environ. Entouré d'une capsule
fibreuse lisse, le parenchyme est formé de deux régions macroscopiquement
distincies - le cortex, en périphérie, et la médullaire, au centre. La médullaire elle-
méme est divisée en deux régions, une région externe faisant suite au cortex et une
région interne. Le rein humain est composé d'environ un million d'unités fonc-
tionnelles excrétrices, ou néphrons, indépendantes les unes des autres, contenues
dans un tissu interstitiel de soutien ot se trouvent également les vaisseaux et les
nerfs intrarénaux. La disposition des néphrons et des vaisseaux explique la confor-
mation du rein, les domaines d'échanges entre la circulation plasmatique et la cir-
culation urinaire intrarénales, ainsi que certaines fonctions londamentales comme
le processus de concentration-dilution urinaire.

A. Structure du néphron

Chague néphron se compose de deux parties : le glomérule et le tube rénal.

1. Glomérule (fig. I

C'est une sphere creuse comprenant une enveloppe, la capsule de Bowman, et un sys-
teme de capillaires glomérulaires, le floculus. Entre ces deux éléments se trouve
lespace de Bowman communigquant avec la lumiére du tube contourné proximal et
dans lequel s‘écoule I'ultrafilrar glomérulaire. Le glomérule possede donc deux
poles : un pole urinaire s'ouvrant sur le tube contourné proximal et un péale vasculaire
par lequel pénetre l'artériole afférente er ressort lartériole efférente. Entre les deux
artérioles, les capillaires glomérulaires forment un sysieme paorte artériel par lequel
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Figure 1. Disposition schématique du glomérule rénal

passe la towalité du debit sanguin rénal, soit 20% du débit cardiaque. La destinee de
lartériole efférente est dilférente selon la sitwation du glomeérule : irrigation des tubu-
les (capillaires péritubulaires) ou irrigation de la zone médullaire (vasa recta).

2. Tube urinifére (fig. 2)

Il est constitué d'un épithélium polarisé reposant sur une membrane basale. Le
pole apical de ces cellules épithéliales est en rapport avec la lumiére du tube uri-
naire alors que le pole basolatéral est en rapport avec les capillaires péritubulaires.
Le tube urinilére est subdivisé en plusieurs segments
* le tube proximal, lui-méme composé de deux parties, une partie contournée
adjacente au glomérule et une partie droite ou « pars recta » |
* 'anse de Henlé, composée de 'anse gréle descendanie, de Uanse gréle ascendante
et de la branche large ascendante ;
* le tube contourne distal. Le tube distal de chaque néphron entre en contact avec
le péle vasculaire de son glomérule [ormant lappareil juxtaglomeérulaire ;
* le tube collecteur, qui comprend trois parties :
- le tube collecteur cortical ;
— le tube collecteur de la médullaire externe ;
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— le tube collecteur de la médullaire interne, ou « tube de Bellini », résultant de
la fusion de plusieurs canaux collecteurs souvrant au niveau de la papille et

conduisant 'urine délinitive i lentrée des calices.

Tube contoumes
proximal

Clomérule
Artériole
atfferente
ot effdrento

Macula densa

Tubs contournd
distal

fubse collecteur —

L

NN,

Branche descendante S i

N ||
)

Branche ascendante

Anse de Henlé

Figure 2. Structure d'un n&phron

B. Topographie du néphron et vascularisation

Le cortex rénal contient les glomérules et les tubes contournés proximaux et dis-
taux. Ces derniers sont irrigués par les capillaires péritubulaires issus de l'artériole
efferente du glomérule correspondant. Les autres parties du tube urinifere se
situent dans la médullaire on ils forment une boucle plus ou moins profonde.
Entre les branches de l'anse de Henlé cheminent parallelement des vaisseaux
droits, ou « vasa recta », issus des artérioles elférentes et cette disposition particu-
ligre joue un role important dans les échanges a contre-courant décrits ultérieure-
ment et permettant entre autres le recyclage de Peau et de Turee.



Physiologie rénale 265

ﬁl. Vascularisation rénale et filtration glomérulaire

A. Notion de clairance

La clairance est un concept important en physiologie rénale permettant d'érablir le
rapport entre la quantité d'une substance [ournie au rein et la quantite éliminée par
le rein. La clairance d'une substance représente le volume virtuel de sang ou de
plasma totalement épuré de cette substance par unité de temps. Cest un volume
théorique. La formule générale d'une clairance pour une substance éliminée par
le rein :

C = (U.V)/P

C = clairance de la substance considérée en ml/mn ou mbfs. Chez 'homme, pour
permettre des comparaisons de clairances entre des sujets de poids et de taille dif-
ferents (tout particulierement chez l'enfant), la clairance est rapporiée a 1,73 m?
de surface corporelle.

Ul = concentration urinaire de la substance en mmol/L.

P = concentration plasmatique de la substance en mmol/L.

V = volume d'urine émise en ml/min (débit).

Cette définition n'est valable que pour les substances plasmatiques qui ne sont ni
métabolisées, ni dégradées, ni synthétisées par le rein. Cette notion de clairance
peut étre étendue i toutes les substances que le rein élimine. La clairance d'une
substance reflete I'épuration globale de cette substance sans préjuger des mécanis-
mes intrarénaux. Les trois grandes fonctions du néphron, filtration, sécrétion et
réabsorption, sont étudiées a partir d'épreuves fondées sur la notion de clairance.
L'utilisation de substances uniquement filtrées au niveau du glomérule (inuline}
permet de déterminer le debit de filtration glomérulaire. Lorsqu'une substance a
une valeur de clairance inférieure a la filtration, on peut supposer une réabsorp-
tion tubulaire (glucose). 5i elle a une clairance supérieure, on admet un processus
de sécrétion tubulaire {acide para-aminohippurique ou PAH).

B. Filtration glomérulaire

La filtration glomérulaire represente la premiére étape de la formation de 'urine.
Une fraction (20 %) du plasma circulant dans les capillaires glomérulaires filire a
travers la structure complexe de la paroi capillaire formant I'urine primitive dans
I'espace de Bowman, s'écoulant ensuite dans le tube proximal. Le glomérule est une
structure spécialisée faite de capillaires sanguins et dont I'endothélium est en érroite
relation avec 'épithélium rénal. Au total, le plasma est filiré a travers une structure
formée de trois couches successives : les cellules endothéliales des capillaires, la
membrane basale et les cellules épithéliales viscérales ou podocytes. L'urine primi-
tive résultant de cette filtration posséde deux caractéristiques essentielles :
* d'une part, une identité presque parfaite avec le plasma pour cerains caractéres
physico-chimiques comme le pH, la concentration des différents ions, urée, glu-
cose. ..
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« d'autre part, une faible concentration de protéines de l'ordre de 200 a 300 mg/L.
11 s"agit donc d'un ultrafiltrat plasmatique d'un débit d’'environ 120 ml/mn chez
I'"homme.

La nature des substances composant cet ultrafiltrat est déterminée par le caractére
selectil de la membrane basale du glomérule. Une sélectivité en fonction de la taille
de la substance : la membrane glomérulaire possede une perméabilité élevée pour
I'eau et les solutés de petite taille, mais faible pour les molécules les plus grosses.
Les molécules de poids moléculaire inférieur 4 5 000 daltons (inuline), 4 condition
de ne pas ére lides aux progines, traversent la membrane glomérulaire librement
et se retrouvent dans ['ultrafiltrar 2 une concentration identique a celle du plasma.
A l'inverse, les molécules de poids maoléculaire supérieur a 70 000 daltons (cut off)
sont presque retenues en totalité. En dehors de la taille des molécules, la mem-
brane basale possede également une sélectivité en fonction de la charge élecirique
des substances : elle posséde des charges électriques négatives tendant a repousser
les protéines elles-mémes chargées négativement au pH plasmatique physiologi-
que. La filtration glomérulaire semble étre le résultat de deux processus.

 Filtration (transfert de solutés et de solvant au travers d'une membrane perméable
sous Uinfluence d'un gradient de pression) © un processus de simple filtration a tra-
vers une membrane poreuse rendant compte de la majorité des phénomeénes. La
filtration glomérulaire est déterminée par I'équilibre des pressions de part et
d'autre de la paroi du capillaire glomérulaire. La résultante ou « pression efficace
de filtration » (P} est la somme algébrique de ces différentes forces favorisant ou
sopposant a la liltration. On peut écrire Péguation suivante :

Pl = Pcg = [Po + Pt] en mmHg

Pcg = pression hydrostatique movenne dans le capillaire glomérulaire favorisant
la filtration.

Po = pression colloidale osmotique due aux protéines plasmariques s‘opposant a
la filtration.

Pt = pression hyvdrostatique tubulaire s'opposant a la filtration.

A pression efficace de filtration donnée, la filtration glomérulaire dépend égale-
ment de la permeabilite des capillaires glomérulaires. Celle-ci conditionne en
effet le débit du filtrat glomérulaire et la natire des substances composant l'urine
primitive. La perméabilité des capillaires glomérulaires est refletée par le coelli-
cient d'ultrafiluration Kf (ce coellicient est fonction de la perméabilité hydrauli-
que de la membrane et de la surface de filiration). La valeur du Ki des capillaires
glomérulaires est trés élevée par rapport a celle des autres territoires expliquant
Fimportance de la filiration malgré une pression efficace de filtration relative-
ment faible. Le débit de filtration glomérulaire dépend, outre du nombre de
néphrons fonctionnels, de la pression artérielle (en cas de choe, diminution de
la diurese), de la surface de filtration, de la perméabilité des glomérules et du
débit sanguin traversant le glomérule,

« Diffusion (transfert passif de solutés au travers d'une membrane sous U'influence d'un
gradient de concentration) : un phénomeéne de diffusion (la paroi capillaire se
comportant comme un gel hydraté non percé de pores) interviendrait également
pour expliquer le débit élevé de la ilration glomérulaire.
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Le volume d'urine primitive formé chaque jour au niveau du glomérule est en effet
de 150 a 200 1, dont 99 % seront réabsorbés an niveau tubulaire pour aboutir aux
1 500 ml/24 heures d'urine définitive. La mesure du débit de filtration gloméru-
laire peut s'etfectuer a I'aide d'une substance librement filtrée a travers les glome-
rules, ni réabsorbée, ni sécrétée au niveau tibulaire, non catabolisée par le rein et
ne saccumulant pas dans le parenchyme rénal. L'inuline, polymeére du fructose,
correspond & une telle substance et sa concentration dans N'altralilivat est identique
a celle du plasma. La clairance de l'inuline représente la méthode de rélérence pour
déterminer le debit de filtration glomérulaire, Sa valeur est d'environ 120 ml/mn/
1.73 m? de surface corporelle, soit une filiration glomérulaire de 180 /24 h. Cetle
clairance est stable quelle que seit la concentration plasmatique de linuline, Cette
technique n'est plus guére utilisée en pratique courante car elle présente certains
inconvénients : nécessité d'une perfusion afin d'obtenir un taux plasmatique cons-
tant et technique de dosage difficilement automatisable. En pratique clinique, on
utilise plutdt la clairance de la créatinine endogéne, mesurée sur 24 heures ou esti-
mée a laide de la formule de Cockrolt et Gault {voir « Pathologic rénale ») ou,
ENCOre plu.'-: récemment, la détermination de la cystatine C plasmatique.

C. Circulation rénale

Le rein est un organe richement vascularisé. Au niveau des capillaires glomérulai-
res (« floculus »), s'elfectue Tultraliliration du sang. Les capillaires péritubulaires
remplissent une double fonction : ils sont le siege des processus de réabsorption et
de sécrétion wbulovasculaire d'une part et, d’autre part, ils assurent l'apport des
substrats énergétiques aux différentes structures tissulaires du rein,

Chez 'homme, le débit sanguin rénal est de 1 200 ml/mn, soit 20 % du débit car-
diaque au repos. Pres de 90 % de ce débit sanguin sont dirigés vers le cortex, c'est-
d-clire au niveau de l'artériole afiérente des glomérules pour la filtration. Seulement
20 % du débit plasmatique rénal sont filtrés a travers les capillaires glomérulaires,
C'est la fraction de filtration.

Le rein a la capacité de maintenir constant son débit sanguin malgré des variations
aigués de la pression artérielle comprises entre 80 et 140 mmHg : on parle d'auto-
régulation rénale. Le mécanisme de controle existe au mveau du rein lui-méme,
reposant sur une adaptation des résistances vasculaires, impliqguant d'une part les
fibres sympathiques adrénergiques et, dautre part, l'intervention de l'appareil jux-
taglomérulaire avec stimulation ou inhibition du systeme rénine-angiotensine.
C'est le rétrocontrdle glomérulotubulaire Toute augmentation de la liltration glo-
mérulaire entraine une augmentation du débit urinaire au niveau du wbe distal
conduisant 4 une stimulation du systeme rénine-angiotensine et une réduction du
debit de filtration glomérulaire.

Le flux sanguin rénal, quantité de sang passani dans le rein en une minute, est
mesuré par la clairance du PAH (acide para-aminohippurique) qui est une subs-
tance exogéne entierement libre dans le plasma, non liée aux protéines et aux glo-
bules rouges, et enticrement éliminée dans les urines par addition d'une Rltration
glomeérulaire et d'une sécrétion tubulaire proximale. On peut donc écrire pour le
flux plasmatique rénal (FPR} :
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FPR = (U-V)/(Pa- Pv)

U = concentration du PAH urinaire.

WV = débit urinaire.

Pa = concentration du PAH dans le plasma artériel rénal.

Pv = concentration du PAH dans le plasma veineux rénal,

Or le PAH, aux [aibles concentrations plasmatigues, est extrait du plasma a 90 %
au cours de son passage dans le rein.

Coeflicient d'extraction du PAH :

EPAH = (Pa-Pv}/Pa=00.
Si l'extraction est normale, le sang veineux ne contient que 10 % de la concentra-
tion artérielle, taux négligeable permettant d'éviter le recours au dosage du PAH
par cathétérisme dans la veine rénale. On peut done écrire :
FPR = (U-V}{Pa = clairance PAH.

Le [lux plasmatique rénal est de 600 ml/imn pour les deux reins. 5i on tient compie
d'un hématocrite a 50 %, le [lux sanguin rénal est de 1 200 ml/mn.

Si l'extraction du PAH est abaissée (lors dune insuffisance rénale par exemple), il
est nécessaire de déterminer la concentration du PAH dans la veine rénale et de
corriger la valeur de la clairance par le coefficient d'extraction. On a alors :

FPR = CPAHV/EFPAH.

ml. Fonctions tubulaires

Le processus de filtration glomérulaire aboutit donc a la formation de pres de
180 litres par 24 heures de filtrat glomérulaire ou urine primitive, soit quatre fois
la masse d'eau totale de Forganisme. L'excrétion de tout le filirat glomérulaire est
incompatible avec la vie, et la fonction primordiale du rein est donc de réabsorber.
Le role du wube rénal est double. D'une part, il doit réabsorber de la lumiére tubu-
laire vers le plasma péritubulaire, puis la circulation systémique la majeure partie
de l'eau et des substances dissoutes filtrées essentielles au maintien de la compo-
sition du milien intérieur. Ainsi, a I'état normal, le tube urinifere réabsorbe plus de
99 % de l'eau et des électrolytes et substances filurés. D'autre part, le tubule doit
permettre I'élimination des produits de dégradation du métabolisme et éventuelle-
ment des substances exogenes comme les médicaments. Il le fair, soit en combi-
nant filtration et sécrétion tubulaire (par exemple, lacide urique et la plupart des
médicaments), soit par sécrétion tubulaire exclusive lorsque ces produits sone fil-
trés en quantité négligeable (par exemple, les ions H*). La sécrétion correspond au
transfert de substances a partir du plasma péritubulaire ou de la cellule tubulaire
vers la lumiére tubulaire. Ces fonctions de transport, réabsorption et sécrétion,
sont assurées par deux tvpes de mouvements, passils ou actils,

Les mouvements passifs  ils ne nécessitent aucune dépense d'énergie, ils se font par
diffusion le long d'un gradient de concentration chimigque ou de potentiel électri-
que entre urine et cellule tubulaire ou entre cellule tubulaire ¢t plasma péritubu-
laire. Cest par exemple le cas de I'urée qui est réabsorbée passivement, essentiel-
lement au niveau du tube proximal.
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Les mouvements actifs : ils s'effectuent contre une barriere énergétique (gradient

électrique, chimique ou électrochimiquel, a l'aide de svstémes de transport néces-

sitant de I'énergie pour leur fonctionnement. On distingue deux types de transport
actif :

» les transports actifs primaires, qui sont définis par le couplage entre un transpor-
teur et une réaction exergonique (dégradation ATP) et permettent le transport
ascendant d'un milien moins énergétique a un milicu plus énergétique, par
exemple la Na/K-ATPase ;

s les transports secondairement actifs au cours desquels deux ou plusieurs substrats
sont couplés a un transporteur membranaire et ou l'énergie dissipée dans le sens
descendant pour le transport d'un substrat sert au transport du second dans le
sens ascendant (par exemple Na/H et Na/K/2Cl).

Ces transporteurs peuvent éire neutres {1 ion entrant pour 1 ion sortant} ou élec-

trogéniques (1 ion entrant pour plusieurs ions sortants) générant alors une diffe-

rence de potentiel électrique.

Remarque : on parle de contre-transport pour un transporteur couplant le trans-

port des substrats en sens inverse et de cotransport pour celui couplant le passage

des substrats dans le méme sens (ex. Na/Glco).

La dépense d'énergie nécessaire & ce fonctionnement se traduil par une consom-

mation d'oxygene. De plus, la plupart de ces systémes sont saturables et Ton définit

un transport maximum (Tm) pour une substance limitant son transport actif. Le
glucose représente le type de la substance filtrée dont la réabsorption active est
limitée par un Tm. A 'état normal, tout le glucose filtré est réabsorbé de fagon
active au niveau du tube proximal et 'urine normale ne contient pas de glucose.

Lorsque la glycémie s'éleve, a partir d'une certaine concentration plasmatique, dite

« seuil rénal de glucose » (3 g/L soit environ 16 mmol/L), du glucose apparait

dans les urines. Si la glycémie s'éleve encore, la quantité de glucose éliming dans

les urines augmente et devient directement proportionnelle a la quantité de glo-
cose filtré : cela signifie que la quantité de glucose réabsorbé est constante et que

le Tm glucose est atteint (fig. 3).
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Figure 3. Réabsorption et excrétion du glucose chez 'hoamme en fonction de la glycémie
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Qu'il sagisse de transport passif ou actif, les différents substrats pourront traverser
la cellule tubulaire dans le sens fluide tubulaire plasma pour la réabsorption ou
dans le sens plasma fluide tubulaire pour la sécrétion. Ces différents systemes de
transport se trouvent donc sur les deux péles de la cellule tubulaire, le péle apical
coté lumiere tubulaire, le péle basolatéral coté plasma.

Mous étudierons successivement les dillérentes portions tubulaires avee leurs
principales fonctions, mais il est évident que, d'une part, le fonctionnement de
chagque segment tubulaire retentit sur celui des segments en aval en agissant sur la
composition du fluide tubulaire qui leur est délivré et que, dautre part, il existe au
moven de la disposition anatomique des interactions directes entre segments lon-
gitudinalement adjacents.

A. Tube proximal

C'est a ce niveau que se produit la réabsorption massive de lultrafiltrat gloméru-
laire. A 1'étal normal, a la fin du tube proximal, environ 75 % du filirat gloméru-
laire sont réahsorbés. A Iinverse, il v a eu sécrétion d'anions et de cations organi-
ques et d'ions ammonium.

1. Réabsorption de I'eau et du sodium

60 a 70 % de l'eau et du sodium sont réabsorbés au niveau du tube proximal. Dans
la premiere portion du be proximal, il existe un certain nombre de transporteurs
luminaux couplant la réabsorption du Na* au transport d'autres substances (fig. 4)
* cotransport glucose/Ma*
* colransport acides aminés/MNa*
» cotransport Na*/phosphate
* contre-transport Na*/H* électroneutre : pour un ion Na* réabsorbé, un ion H* est
secrété. Ce systeme participe a la régulation de 'équilibre acido-basique.
Ces différents systemes de transport génerent un gradient électrogénique favori-
sant la réabsorption passive de CI° par les jonctions intercellulaires. Dans la
seconde portion du tubule proximal, les différents transporteurs décrits ci-dessous
fonctionnent avec une moins grande capacité et le sodium est essentiellement
réabsorbé d'une part sous lorme de Na Cl par un meécanisme actif dépendant de la
Na/K-ATPase basolatérale et, dautre part, par diffusion simple au niveau des espa-
ces intercellulaires. La réabsorption de 'eau se [ait de maniére passive, secondai-
rement i celles des substances dissoutes. On considére qu'au niveau du tube proxi-
mal [a réabsorption est iso-osmotique, les ions et I'ean étant réabsorbés dans les
mémes proportions et que, par conséquent, le liquide réabsorbé a la méme osmo-
lalité que le liquide tubulaire restant.

2. Réabsorption des bicarbonates

Environ 85 % des bicarbonates filtrés sont réabsorbés au niveau du wbe proximal
en se combinant avec des ions H* sécrétes par le tube. La réabsorption des bicar-
bonates n'est pas sans limites. Pour des concentrations plasmatiques supérieures a
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Figure 4. Transport du sodium dans la ceflule tubulaire proximale

27 mmol/L, des bicarbonates apparaissent dans les urines (seuil rénal des bicarbo-
nates). Nous reverrons ultérieurement en détail les mécanismes de réabsorption
des bicarbonates dans le chapitre consacré a la régulation de I'équilibre acido-basi-
que par le rein.

3. Réabsorption du glucose et des acides aminés

La totalité du glucose et des acides aminés filtrés est réabsorbée a I'état normal au
niveau du tube proximal par des cotransporteurs spécifiques localisés sur la mem-
brane luminale. Le transport du glucose est couplé a celui du sodium. Le transport
des acides aminés s'elfectue par différents types de transporteurs en fonction du
type d'acide aminé (neutres, diacides, dibasiques), couplés ou non au transport du
sodium,

4. Réahsorption des phosphates

Les phosphates sont filtrés au niveau du glomérule et sont réabsorbés a 80 % au
niveau proximal a laide d'un cotransporteur sodium-phosphate électroneutre
(2Na*/HPO;"). Les phosphates échappant a la réabsorption proximale se retrou-
vent au niveau du tube distal sous lorme de phosphates disodiques et représentent
le principal systéme tampon évitant lacidification de I'urine.
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5. Réabsorption du calcium

70 % du calcium plasmatique est ultrafiltrable (calcium ionisé et calcium com-
plexé a certains anions. La fraction non ultrafilirable est lige aux protéines plasma-
tiques). Le tube proximal est le siege de 60 a 70 % de la réabsorption du caleinm
ultrafiltré, cette réabsorption étant étroitement liée a celle du sodium (la réduction
de l'apport sodé réduit la calciurie). L'hormone parathyroidienne n'a pas d'action
au niveau proximal sur les mouvements du calcium.

6. Réabsorption de I'urée

La concentration plasmatique d'urée est fonction du taux de production (apports
alimentaires protdigues) et du taux d'élimination rénale. L'urée est librement fl-
trée au niveau du glomérule et 60 % sont réabsorbés passivement au niveau du
tube proximal. Le long du tube proximal, la concentration d'urée angmente, liée a
la réabsorption du sodium et de I'eau. Nous verrons que ['urée participe dans les
segments suivants au processus de concentration-dilution des urines.

7. Réabsorption de I'acide urique

L'acide urique est un acide faible, filiré au niveau glomérulaire a une concentration
proche de celle du plasma. Chez 'homme, au niveau du tube proximal, 'acide uri-
que est intensivement réabsorbé de maniére active par un mécanisme non spécifi-
que. Environ 90 % des urates filirés sont réabsorbés. 1l existe de plus un processus
de sécrétion résultant dune diffusion simple selon un gradient électrochimique
d'urates.
A linverse de ces phénomenes de réabsorption, un certain nombre de composés,
endogenes ou exogenes, peut étre sécrété au niveau proximal. Il s'agit essentielle-
ment d'anions et de cations organiques sécrétés soit par des systémes de transpor-
teurs spécifiques, soit par un systeme de diffusion non tonique, dépendant du pH
de l'urine. Ceci est important, puisqu'un grand nombre de médicaments sont des
acides ou des bases existant dans le plasma sous forme dissociée ou non dissociée.
En modifiant le pH urinaire, on peut favoriser la sécrétion de certains COMPOSES
permettant ainsi leur excrétion urinaire. Parmi les anions organiques, citons les
céphalosporines, l'acide salicylique, le phénobarbital, etc. et pour les cations orga-
niques, la quinine, la procaine, la cimétidine, la morphine... Enfin, les cellules
proximales synthétisent de 'ammoniac a partir de la glutamine d'origine hépati-
que. NH, est sécrété dans le fluide tubulaire par un mécanisme de diffusion non
ionigque et participe a la régulation de I'équilibre acido-basique (voir « Rein et équi-
libre acide-base » ). Au total, a 'é¢tat normal, auront été réabsorbés au niveau proxi-
mal par rapport aux charges filtrées, 60 a 70 % de I'eaun, du sodium et du potas-
sium, 30 & 60 % du chlorure et de T'urée, 75 a 80 % du phosphate, EI-EI':l B3 % des
bicarbonates, et pratiquement 100 % du glucose et des acides aminés. A l'inverse,
il y aura une sécrétion d'anions, de cations organiques et de NH,.
Certains facteurs importants modulent la réabsorption proximale.
s L'¢quilibre glomérulotubulaire : le pourcentage de substances réabsorbées an
niveau du tubule proximal reste relativement constant méme en cas de variation
du débit de filtration glomérulaire.
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» ['etat volémigue : la perfusion de soluté salé ou 'expansion du volume extracel-
lulaire diminuent la réabsorption an niveau du wbule proximal, la déplétion
hydrosodée l'augmente.

D'autre part, un certain nombre dhormones ou de médiateurs agissent au niveau

du tube proximal en modulant la réabsorption de nombreuses substances (voir

« Hormanes et fonctions rénales » ).

B. Anse de Henlé

Le fluide tubulaire penétre ensuite dans la branche descendante de Tanse de Henle.

A ce niveau, le [luide est encore iso-osmotique et le rein doit convertir un large

volume de filtrat glomérulaire isotonique en un petit volume d'urines hypertoni-

ques.

L'anse de Henlé, grice a sa disposition anatomique en épingle a cheveux, joue un

rile fondamental dans le processus de concentration-dilution des urines. Le méca-

nisme en est le suivant

* la branche descendante de 'anse de Henlé traverse un milieu qui devient de plus
en plus hypertonique (gradient osmotique corticopapillaire), osmolalite du
cortex  la médullaire allant respectivement de 3004 1 200 mOsmoles/L. En tra-
versant la médullaire hypertonique, le fluide tubulaire se concenire progressive-
ment soit par addition de solutés, soit pas soustraction d'eau ;

* la branche ascendante est imperméable a 'eau, De ce fait, seuls sont réabsorbés
le sodium et le chlorure de la lumiere tubulaire vers le milieu interstitiel, Cette
dissociation des transferts de sel et d'eau est a la base de la théorie de la multi-
plication a contre-courant permettant la concentration de l'urine. En effet, le
sodium réabsorbé au niveau de la branche ascendante vers le tissu interstitiel est
a l'origine de lexistence du gradient osmotique corticopapillaire permettant
d'une part la concentration du sodium dans la branche descendante (entrée de
sel et sortie d'eau) et d'autre part une dilution du fluide a la fin de la branche
large ascendante (sortie de sel-impermeéabilité a l'eau). La réabsorption du Na*
au niveau de la branche large ascendante se fait de maniére active a laide d'un
cotransport luminal électroneutre (Na*/K*/ 2C1) réabsorbant a la fois le sodium,
le chlorure et le potassium. Le furosémide (Lasilix™}, diurétique de I'anse, inhibe
spécifiquement ce transporteur.

A lentrée du tube distal, I'urine devient hypotonique (osmaolalité denviron

10O mOsmvL).

C. Tube distal

Le tube distal redevient relativement perméable a leau et Vosmolalité du fluide
tubulaire s'éleve progressivement pour s'équilibrer avec celle du liquide intersti-
tiel. Dans les conditions normales, l'urine est de nouveau iso-osmotique
(300 mOsm/L) 4 la fin du wbe distal. Les principales lonctions du tube distal sont
la réabsorption du sodium et une sécrétion de potassium.



Tome 2

—2 Lk Physiclogie

1. Réabsorption du sodium

La réabsorption du sodium s'effectue soit au travers de canaux sodiques inhibables
par l'amiloride, soit par l'intermédiaire d'un cotransport couplant le passage du
sodium et du chlorure, cotransport inhibé par le chlorothiazide. Lamiloride et les
dérivés thiazidiques sont utilisés comme diurétiques en thérapeutique. La réab-
sorption importante de sodium a ce niveau génére un potentiel négatil dans la
lumiere tubulaire proportionnelle au flux de réabsorption sodé au tube distal,
Cene réabsorption est proportionnelle a la charge de sodium délivrée. En elfer, le
wube distal est capable d'éponger toutes les modifications de la réabsorption ayant
Ll HI._‘!.I C11 armoni.

2. Sécrétion de potassium

Le tubule distal est le siege d'une sécrétion nette de potassinvm. Il n'yv a pas
d'échange direct entre un cation Na* et un cation K*, la sécrétion de potassium
¢tant favorisée par la différence de potentiel négative générée par la réabsorption
de sodium. 1l v a en revanche compétition entre la sécrétion de K* et de H*, cette
compétition étant en partie sous la dépendance de I'étar acido-basique de l'orga-
nisme, Plusieurs facteurs influencent la sécrétion distale de potassium :

 [e régime alimentaire. Un régime riche en potassium augmente la sécrétion de K°,
un régime pauvre l'inhibe ;

* [e débit du fluide tubulairve : une augmentation du débit stimule la sécrétion de K* ;

= l'existence du potentiel négatil de la lumigre tubulaire et son importance (done
fonction du taux de sodivm réabsorbe)

= la disponibilité des tons K* et H*, qui influencent réciproquement leur sécrétion,
En cas d'acidose métabolique, il y a plus de H* sécréte, la sécrétion de K* est inhi-
bée et linverse se produit en cas dalcalose meabolique ;

« enfin, laldostérone, hormone minéralocorticoide, possede des récepteurs au
niveau du tubule distal. En favorisant la réabsorption de sodium, elle entraine
une sécrétion plus importanie de potassium,

Les ions H* sécrétés au niveau tubulaire distal sont tamponnés par deux mécanis-

mes pour éviter une baisse brutale du pH urinaire

* les ions H* se combinent avec NH, séeréé par la cellule tubulaire, formant alors
des ions NH] dont la rétrodiflusion est impossible

* la transformation des phosphates disodiques (Na,HPO,) en phosphates mono-
sodiques (NaH,PO,) dans la lumiére tubulaire (acidité titrable).

D. Tube collecteur

Les principales fonctions des canaux collecteurs sont :

* la régulation fine des bilans de sodium et de potassivm sous linfluence prépon-
déranie de 'aldosiérone. Les mécanismes de réabsorption de Na* et de sécrétion
de K* sont identiques a ceux existant dans le tube distal ;

* |a régulation du bilan de I'eau sous l'influence de 'hormone antidiurétique ADH
ou arginine vasopressine AVP. Cest en effet au niveau du tibule collecteur que
sellectue véritablement le processus de concentration définitive des urines.
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L'ADH augmente la perméahilité a l'ean de la membrane des cellules du tube col-
lecteur. L'ADH permet de concentrer ['urine par la combinaison de trois actions
principales sur les tubes collecteurs :
= elle augmente leur perméabilité a Peau en agissant sur des aquaporines. Les
aquaporines AQP sont des canaux hvdriques de nature protéique traversant la
membrane cellulaire. 11 existe plusieurs types d'aquaporines distribuées dans
I'organisme. Au niveau du rein, 'ADH agit essentiellement sur AQP 2, permet-
tant ainsi la réabsorption osmotique d'eau lorsque ces canaux traversent les
régions médullaires rénales dans lesquelles sont accumulés des solutés (princi-
palement sodium et urée) en concentration trés supérieure a celles du plasma ;
— elle agit sur la perméabilité a I'urée des cellules de la portion tout a fait termi-
nale du wbule collecteur grice a son action sur une protéine transporteuse
durée (UT1A-1). A ce niveau, en présence d'ADH, l'urée peut diffuser vers le
milieu interstitiel dont elle va augmenter la pression osmotique et donc la
capacité de soustraire l'ean aux tubes collecteurs. L'urée de cette maniére par-
ticipe an maintien du gradient corticopapillaire nécessaire au processus de
concentration des urines |
— elle stimule la réabsorption du sodium dans la partie corticale des tubes col-
lecteurs grice a son action sur un canal sodium, ce qui permet de réabsorber
plus d'eau a ce niveau (I'eau est entrainée par le sodium).
L'urine, iso-osmotique a lentrée du wube collecteur, devient progressivement
hyperosmatique le long du tube, du fait d'une réabsorption d'eau en exces par rap-
port a celle du sodinm. L'urine atteint un éguilibre osmotique avec l'osmolalite éle-
vée au niveau de la papille, 11y a émission d'urine concentrée. A I'état normal, chez
un sujet normalement hydraté et en présence d'ADH, I'urine définitive est hyper-
tonique. A l'inverse, en absence d’ADH, le fluide tubulaire traverse le tubule col-
lecteur sans subir de grandes modilications. Une urine diluée est émise,
Le processus de concentration urinaire est également modulé par le sysieme
échangeur a contre-courant des vasa recta (ne pas conlondre avec le « systéme
multiplicateur 4 contre-courant ») permettant le recyclage de l'eau et de I'urée et
évitant ainst la dissipation du gradient osmotique conicopapillaire. L'eau passe
directement des vaisseaux descendants vers les vaisseaux ascendants plus concen-
irés et une partie des solutés remontant des régions profondes par les vaisseaux
ascendants regagne les vaisseaux descendants moins concentrés. Une partie de
'urée libérée dans le milieu interstitiel remonte par les vaisseaux ascendanis et
rediffuse dans la branche descendante de I'anse de Henlé. Ce recyelage de l'ean, des
solutes et de l'urée est nécessaire au maintien du gradient corticopapillaire et donc
a I'émission d'urine concentrée (fig. 5).
En résumé, quatre facteurs sont indispensables & la concentration des urines :
* la disposition anatomique particuliere des néphrons et des vaisseaux ;
* les propriétés particulieres de permeéabilité a l'eau, au sel et a I'urée des dillérents
SEEMENTS |
* les transports actifs de sodium |
* la présence d'hormone antidiurétique ADH.
Enfin, une autre fonction imporante du tube collecteur est d'assurer a I'érat nor-
mal l'acidification de 'urine nécessaire au maintien dun équilibre acido-basique
normal {(voir chapitre ci-apres).

W
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Figure 5. Frincipe du contre-courant multiphicatewr et cycle de 'urée dans "&laboration
d'une urine hypertonique

|7u. Rein et équilibre acido-basique

Chez le sujet normal, le pH plasmatique est maintenu dans d'étroites limites
(7,37 = 7,43) compatible avec un fonctionnement cellulaire normal. Quotidienne-
ment, lorganisme est soumis a une charge acide d'origine méwabolique d'environ
70 a 80 mmoles d'ions H* par 24 heures {(méitabolisme intermédiaire et alimenta-
tion). Le rein intervient de deux fagons dans cette régulation : d'une part en réab-
sorbant tous les bicarbonates liltrés an niveau glomérulaire et dauire part en
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excrétant quotidiennement la charge acide sous forme d'acidité titrable et d'ammo-
nium, régénérant ainsi tous les bicarbonates avant servi 4 tamponner la charge
acide. Le rein accomplit ces deux fonctions en sécrétant activement des ions H
dans la lumiére tubulaire,

A. Réabsorption des bicarbonates (ji¢. &)

A T'état normal, la concentration de bicarbonates plasmatiques est stable et pour
une alimemation protidigque normale, il n'v a pas de bicarbonates dans les urines.

Lumiire tubulaire Cellule tubulaire Capillaire péritubulaire
HCG;
Myt ——— i [ - - ] et Py
H* +— H"
, HCO), HCE),
H,COy |
HEG"":G'J fﬂr"‘H:-'::"-__-' H'I{_.G!l
- t‘ - - AL - |
i O
——'_'_'_P.-I E

|
Pile apical Pole basolatéral

Figure 6. Réabsorption des bicarbonates

Le rein réabsorbe la wotalité des bicarbonates [ilirés, B3 % au niveau du tube proxi-
mal et 15 % au niveau de 'anse de Henlé et du tube collecteur. Cette réabsorption
se passe de la maniére suivante : Fion se combine a un ion H* dans la lumiére tubu-
laire. 1l se forme alors de l'acide carbonique (H,CO,) qui est instable et se décom-
pose en eau et en gaz carbonique. L'eau reste stable dans le tube et sera éhminée.
Le CO, diffuse dans la cellule tubulaire. La, une enzyme spécifique localisée dans
la membrane apicale, l'anhvdrase carbonigque, (AC), permet de reconstituer de
l'acide carbonique 4 partir du CO, et d'une molécule d'eau, A partir de cet acide se
[orme un ion H* qui sera sécrété dans le tubule et un ion qui sera réabsorbe au
niveau basolatéral dans le sang péritubulaire. Ce mécanisme permet dong la réab-
sorption des bicarbonates filtrés dont 'excrétion urinaire entrainerait une négati-
vation du bilan des fons H*.

=]
|
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Remargue : il est possible de bloquer I'enzyme par certains diurétiques. Les inhibi-
teurs de l'anhvdrase carbonique (acétazolamide) angmentent lexcrétion urinaire
des bicarbonates et du sodium, alcalinisent les urines et augmentent la diurese,

B. Régénération des bicarbonates par excrétion
de I'acidité titrable (sig. 7)

Le pH du sang est trés stable et varie dans des limites extrémement étroites
(7,40 = 0,03). A Popposé, le pH urinaire peut varier selon les besoins, de 4 (urines
acides) a 8 (urines alcalines). Nous avons vu au nivean du wbe distal et du tube
collecteur que, pour éviter une acidification de I'urine, il existait des systemes tam-
pons, le principal étant le svsteme tampon phosphate, captant les ions H* libres
sécrétés dans la lumiere tubulaire, Un ion H* formé dans la cellule tubulaire est
¢changé avec un ion Na* du phosphate disodique.

Lumiire tubulaire Cellule tubulaire Capillaire péritubulaire
HPO,
T
MNa* = Mat = Mat
H* — H~
Iif.f{J3 - I1CD3
Yy + 10 e L 0D
] ) +.|!‘ . AL r 4 b
HLPO, -/_/_/ 0,
Piile apical Pale basolatéral

Figura 7, Excrétion de I'acidité titrable

Parallélement & la formation de phosphate monosodigue, il v a régénération dun
ion bicarbonate qui est ajouté au plasma et participe ainsi a la reconstitution du
stock de bicarbonates. .. L'acidité titrable est la quantité d'ions H* sécréiée par le
tubule qui titre les sels d'acides faibles urinaires, On parle d'acidité titrable puisque
les ions H* ainsi captés ne participent plus & lacidité libre urinaire, c'est-a-dire au
pH des urines. Elle exprime la concentration d'équivalents acides. L'acidité titrable
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est influencée d'une part par la teneur de 'urine en tampon phosphate monosodi-
que et d'autre part le pH urinaire. L'excrétion d'acidité titrable augmente lorsque
le pH wurinaire diminue sous l'influence d'une augmentation de la sécrétion d'ions
H* (acidose).

G. Régénération des bicarbonates par excrétion
d’'ions ammonium (fig. 8)

La quantité de NH] filtré par le glomérule est négligeable et le NH; urinaire pro-
vient de F'ammoniogenese dans les cellules tubulaires proximales qui possident
des glutaminases capables de déegrader la glutamine d'origine hépatique. Le NH;
produit peut étre directement sécrété dans la lumiére tubulaire ou dissocié a linge-
rieur de la cellule en NH;, Le NH, produit dans la cellule tubulaire est un gaz qui
diffuse librement a travers la membrane et ceci d'autant plus facilement que le pH
de l'urine est acide. L'ammoniac peut alors fixer un proton pour former lion
ammonium NHJ. Parallelement, un ion bicarbonate est régénéré a partir du méta-
bolisme du cétoglutarate [ormé simultanément dans la cellule par désamination de
la glutamine. Un sujet normal, soumis a un régime protéique normal est menacé
par l'acidose puisque les protéines alimentaires et le métabolisme cellulaire pro-
duisent en permanence des ions H* {1 meq H*/kg) que le rein doit éliminer pour
que le pH sanguin soit maintenu dans la fourchette physiologique.
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HH: - - NH, Glutamine
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+ - ﬁ‘fﬁf v
H*  —— = HCO,
R
-
1
+
MM
Pole apical Pole basolatéral

Figure 8. Excrétion dions NH
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L'excrétion nette d'acides par le rein est égale a la somme de l'acidité tirrable er de
Fammonium. A I'état normal, il n'y a pas de bicarbonates dans les urines et lexcre-
tion d'ions H* est effectuée pour deux tiers sous forme de NH] et pour un tiers sous
forme d'acidité titrable.

m. Fonctions endocrines du rein

A coté de ses fonctions excrétrices, le rein posséde plusieurs fonctions endocrines
participant soil directement a la régulation des grandes fonctions rénales, soit a la
régulation dautres fonctions de l'organisme (pression artérielle, érythropoiese).

A. Systéme rénine-angiotensine

Nous avons vu dans la structure du néphron que le tubule distal d'un néphron

revenait au contact du pole distal de son propre glomérule définissant une struc-

Lure spécialisée appelée « appareil juxtaglomérulaire » (fig. 1 et 2). Cette structure

est située dans ['espace compris entre les artérioles efférente et afférente, le glomé-

rule et le tube distal qui vient a son contact. Lappareil juxtaglomérulaire est formé
de plusieurs types cellulaires :

* les cellules de la macula densa, dérivées des cellules tubulaires distales mais mor-
phologiquement différentes ;

* des cellules myoépithélioides, dérivées des cellules musculaires lisses de Parté-
riole afférente -

* de cellules se prolongeant dans le glomérule par les cellules mésangiales et occu-
pant l'espace compris entre les deux artérioles, les cellules du lacis.

Les granules de sécrétion des cellules myoépithélivides de lappareil juxtaglome-
rulaire renferment une enzyme libérée dans le courant sanguin, la rénine. Dans le
sang, la rénine réagit avec un substrat d'origine hépatique, l'angiotensinogene
(ee2 globuline), pour donner 'angiotensine 1, décapeptide dépourva d'activité bio-
logique. L'angiotensine I est ensuite transformée par une enzyme de conversion
pour donner une octapeptide, langiotensine 11, possédant plusieurs activités bio-
logiques. L'angiotensine 11 est ensuite dégradée au niveau rénal par des angioten-
sinases, donnant des peptides inactifs (l'angiotensine 111, heptapeptide, posséde
encore certaines propriétés biologiques, mais son activité est moindre comparée a
celle de langiotensine I1). L'enzyme de conversion transiormant Fangiotensine |
en angiotensineg 11 est présente dans toutes les cellules endothéliales et épithéliales.
I'angiotensine 11 agit sur ses organes cibles par I'intermediaire de récepteurs mem-
branaires. Laction cellulaire des récepreurs de angiotensine 11 est double : inhi-
bition de lactivité de I'adénylate cyclase par activation d'une protéine g inhibitrice
et activation de la phospholipase C et de la production de phospho-inositol abou-
tissant a la mobilisation du Ca* libre intracellulaire. L'angiotensine 11 est I'une des
substances endogénes les plus puissamment vasoconstrictrices a intervenir :

» dans la régulation de la pression artérielle, l'angiotensine 1l est hypertensive.
Certaines hypertensions artérielles essentielles sont traitées par les inhibiteurs
de l'enzyme de conversion empéchant la formation d'angiotensine 11 ou par des
antagonistes des récepteurs a I'angiotensine ;



Physiologie rénale 181

* au niveau rénal, l'angiotensine 11, par son action vasoconstrictrice, diminue le
débit sanguin rénal et, 8 un moindre degré, le débit de filtration glomeérulaire. Au
niveau du tubule proximal, elle favorise la réabsorption du sodium ;

* au niveau de la corticosurrénale, Fangiotensine 11 stimule la sécrétion d'aldosiérone.

Par ces dilférentes actions, le systeme rénine-angiotensine 11 participe activement

a la régulation du métabolisme hydrosodé et agit globalement sur le rein pour

favoriser la réabsorption du sodium et de 'eau. Chez le sujet sain, I'ingestion de

sel est le principal déterminant de la sécrétion de rénine. Un apport sodé élevé aug-
mente le volume extracellulaire freinant la sécrétion de rénine et inversement. La
sécrétion de rénine est également stimulée par plusieurs autres facteurs :

* |a charge en sodium et en chlore délivrée par le fluide tbulaire au niveau de la
macula densa. Toute augmentation de la concentration en NaCl est déteciée au
niveau de la macula densa, entrainant une sécrétion de rénine par les cellules épithé-
livides. L'angiotensine 11 produite diminue alors le débit de filtration glomérulaire ;

* toute chute de la pression artérielle stimule la production de rénine ;

* toute stimulation du systeme sympathique stimule la production de rénine. Les
bétabloguants freinent cette sécrétion

+ enfin, il existe un rétrocontréle négatif de la sécrétion de rénine par l'angiotensine 11
elle-méme.

B. Erythrapoiétine

L'érythropoiétine (EPO) est une glycoprotéine synthétisée au niveau du rein par
les cellules endothéliales des capillaires péritubulaires. Le principal stimulus de
cette libération est I'hypoxie tissulaire dont le rein est I'un des organes cibles.
L'érythropoiétine stimule érythropoiése médullaire.

C. Vitamine D

Le 25 hydroxycholécalciférol d'origine hépatique est hydroxylé au niveau rénal
pour donner le 1,25 dihydroxycholécalciférol ou calcitriol, métabolite biologique-
ment actif de la vitamine D. L'enzyme responsable, la 1o-hydroxylase, est localisée
au niveau des cellules tubulaires proximales, et la synthese de calcitriol est liee aux
besoins en calcium et phosphore de l'organisme,

D. Autres

Le rein participe également a la synthése et au métabolisme de différents agenis
vasoactils, notamment les prostaglandines et la bradykinine, substances vasodila-
tatrices régulant le tonus vasculaire au niveau rénal.
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Wl. Hormones et fonctions rénales

Outre ses fonctions endocrines, le rein est la cible de nombreux médiateurs neu-
rohormonaux et la pluparnt des grandes fonctions rénales sont soumises a 'action
et au contrdle d'un cerain nombre de médiateurs et dhormones, produits soit
localement, soit au niveau d'autres organes.

A. Systéme rénine-angiotensine

Il a déja été largement deécrit.

B. Aldostérone

C'est un minéralocorticostéroide sécrété par les cellules glomérulées du cortex
surrénalien. L'aldostérone, comme toutes les hormones siéroides, se lie & un récep-
teur cytosolique de la cellule, et le complexe aldostérone-récepteur activé va se lier
au noyau de la cellule. Apres transcription et formation d’ARNm, il v a synthese de
protéines spécifiques capable d'activer le transport du sodium.

L'aldostérone agit sur les cellules tubulaires distales et les cellules du collecteur en
favorisant la réabsorption de sodium contre 'excrétion du potassium. Elle aug-
mente aussi la sécrétion d'H* qui se traduit par une augmentation de l'excrénon
urinaire de NH. Les principaux stimuli de la sécrétion daldostérone sont I'hypo-
natrémie (via le systeme rénine-angiotensine} et I'hyperkaliémie. Inversement, la
synthése d'aldostérone diminue en cas d'hypernatrémie et d’hypokaliémie.
L'excés d'aldostérone (hyperaldostéronisme) aboutit a une hypertension artérielle
{en rapport avec la rétention sodée) et a une hypokaliémie. Le défaut de synthése
aboutit a une perte en sel et 4 une hyperkaliémie.

C. Hormone antidiurétigue (ADH) ou arginine vasopressine (AVP)

L'hormone antidiurétique est une hormone polypeptidigque synthétisée dans les
noyaux supraoptiques et paraventriculaires de U'hypothalamus et séerétée aun
nivean de la posthypophyse. Ce sont essentiellement les variations de la pression
osmotique qui régulent la sécrétion et la concentration plasmatique d’ADH. Lors-
gque losmolalitg plasmatique augmente, des osmorécepteurs hypothalamiques
sont activés et 1l y a libération d'ADH. La sécrétion d'ADH est aussi stimulée par
toute diminution du volume sanguin (hémorragies, pertes digestives, insuffisance
cardiaque...) et met en jeu des barorécepteurs essentiellement carotidiens. Au
plan rénal, 'ADH posséde deux types de récepteurs membranaires :

* les récepteurs de type V1 couplés a la phospholipase C. Ces récepteurs, situés
essentiellement au niveau du glomérule et des vasa recia, sont responsables des
elfets vasoconstricteurs de FADH

* les récepteurs de type V2 couplés a une protéine G, responsables de lactivation de
I'adenylate cyclase et donc de la production dAMPc, sont situés au niveau du tubule
collecteur. Linteraction de FADH avec les récepreurs de type V2 conduit a l'inser-
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tion membranaire liminale d'un canal 4 eau (AQP2) permettant de rapides mouve-

ments d'eau suivant le gradient osmotique. L'eau est ensuite réabsorbée par la mem-

brane basolatérale. Les défauts de ce mécanisme sont la cause du diabéte insipide.
Remargue : dans le diabéte insipide d'origine centrale, il n'y a pas de sécrétion
d’'ADH. Dans le diabéte insipide d'origine néphrogénique, les récepteurs ne répon-
dent pas a 'ADH.

D. Facteur atrial natriurétique (ANF) ou peptide atrial
natriurétique (ANP)

L'ANF est un peptide cyclique (28 AA) synthétisé au nivean des cellules myocar-
diques de Foreillette droite principalement. Le stimulus majeur est une distension
auriculaire générée par une augmentation de la volémie ou de la pression artérielle
et qui stimule des volorécepteurs contenus dans leur paroi. Clest, principalement,
au niveau du tubule collecteur médullaire que l'on trouve les récepteurs de FANF,
Ces récepteurs sont couplés a la guanylate cyclase et l'interaction ANF-récepteurs
entraine la production de GMPc¢, second messager de TANF (la mesure de GMFc
urinaire est d'ailleurs un bon reflet de l'activité de cette hormone). LANF inhibe
la réabsorption de sel. Au plan rénal, FANF a un effet vasodilateur (augmentation
du débit de filtration glomérulaire et de la fraction filirée) et inhibe la sécrétion de
rénine. 1l diminue la sécrétion d'aldostérone. Sur le plan thérapeutique, on peut
bloquer I'enzyme dégradant F'ANF (endopeptidase) et induire une importante
natriurése dans les états d’hypervolémie. L'urodilatine est un [ragment de 'ANF ne
comportant que 24 acides aminés et produite exclusivement dans le rein. Son effet
natriurétique s'exprime a des concentrations plus faibles que 'ANF,

E. Hormone parathyroidienne (PTH)

La PTH est sécrétée par les glandes parathyroidiennes en réponse a une hypocal-
cémie. Au plan rénal el, plus précisément, au niveau du tube proximal, la PTH,
apris interaction avec son récepteur, active 'adénylate-cyclase, conduisant a la for-
mation d'AMPec. La PTH inhibe la réahsorption du sodium et des phosphates au
niveau proximal (inhibition du cotransport Na*-phosphate), Elle stimule la réab-
sorption du calcium au nivean du tube distal.

L'essentiel de |a question

Le réle essentiel du rein est d’assurer I"homéostasie du milieu intérieur en partici-
pant a la régulation du voelume et de la composition des liquides corporels par le con-
trdle de I'excrétion de ['eau, des &lectrolytes et des ions H*, et en assurant I"élimi-
natian de certains déchets du métabolisme azoté comme 'urée et 'acide urique, Ce
réle d'excrétion, le rein ne peut I'effectuer qu'en raison de son architecture remar-
quable et en particulier a la disposition des unités fonctionnelles le composant, les
néphrons et les rapports qu'ont ces derniers avec le reseau capillaire rénal. C'est
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grace a cet ensemble intégré que peuvent se réaliser les échanges entre I'urine pri-
mitive et le compartiment sanguin par des processus de réabsorption et de sécré-
tion. De méme, cette disposition est a Porigine du systéme multiplicateur a contre-
courant permettant le recyclage de I'eau et des solutés afin d'adapter le niveau de
concentration ou de dilution des urines en fonction des besoins. Le tube urinifére
réabsorbe environ 99 % du filtrat glomérulaire pour I'essentiel au niveau proximal.
Le tube distal et le collecteur ajustent finement les bilans de sodium et d'eau sous
P'influence de I'aldostérone et de I'hormone antidiurétique. Le tableau ci-dessous
résume les fonctions essentielles des différents segments du néphron.

Segmants du néphron Fonctions

HET T Uttrafiltration . fermation de I'enine prinitive dépodriie de protéines

Tuibe precimal Réabsorption Fo-osmotique 70 % eau ef Ha
Réabsorption 90 % bicarbanates filtrés
Réabsorption 100 % gluecose ef ac. aminés
Réabsorption 70 % Ga, 60 % urée, 50 % ac. urique
Secrétion anions et cations organiques
Ammonicgénbse

A de Henld Réabsonption 15 % Ka (Na/W/2CI)
Multiplicatson & contre-cowrant

Tube distal Réabasorption Ma et secréfion K

Tube callecteur Réabsarption Na et sécrétion K {aldostérone)
Régulation bilan de 'eau ek urde (AOH)

L'adaptation du rein & excréter I'eau et les solutés est remarquable, puisque ce n'est
que pour une filtration glomérulaire diminuée de 70 a 80 % qu'apparaissent des
troubles du métabolisme hydro-&léctrolytique.

En dehors de cette fonction primordiale d'excrétion, le rein participe également a
I'équilibre acido-basique en permettant la réabsorption des bicarbonates filtrés
{(principal tampon plasmatique) et en excrétant la charge acide a laguelle est soumis
quotidiennement 'organisme, permettant ainsi la régénération des bicarbonates
plasmatiques.

Enfin, si le rein est la cible de nombreux médiateurs neuro-endocriniens, il possede
également des fonctions endocrines participant 2 de nombreuses régulations. Parmi
ces fonctions, la synthése de la rénine a 'origine de 'angiotensine |1, &troitement
impliguee dans |la régulation de la pression artérielle et |a synthése de I"érythropoie-
tine (EPO) qui stimule I"érythropiése médullaire.

Pour en savoir plus

= Paillard M. Physiclogie rénale et désordres hydroélectrolytiques. Paris, Hermann, 1991,

= Jaeger P. Le métabolisme électrolytique et minéral. Chénebourg, Suisse, Médecine et
Hygiéne, 1994,

= Oflenstadt G., Brunette M.-G. « Réanimation », in Désordres acido-basiques et hydroélec-
trolytigues. Paris, A. Blackwell, 1997,
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e calcium est un cation essentiel au fonctionnement ceflulaire. Il joue un réle dans

la fonction d'excitabilité des cellules musculaires dans la transmission du signal
nerveux. Il est un régulateur de "activité cellulaire et joue un rdle de deuxiéme messa-
ger pour la transmission de nombreux signaux hormonaux. Seul le calcium lonisé a
celte activite de régulation. Dans I'os, le calcium est dépose sur fa matrice protéigue
sous forme de cristaux amorphes d'hydroxyapatite et joue un rdle de soutien dans
f'architecture du squelette. Le calcium des couches superficielles de I'os joue égale-
ment un rdle de calcium rapidement mobilisable lors des besoins métaboliques. La
régulation de la calcémie ionisée est frés précise. Elle se fait & partir des flux calcigues
bidirectionnels de 'intestin, du rein et de 'os. Deux hormones principales réglent la
calcémie et, de fagon plus globale, |a répartition du calcium dans l'organisme, 0s com-
pris. Il s'agit de la PTH et du dérivé actif de la vitamine D, le calcitriol. L'action de la
PTH est friple : au niveau rénal, elle augmente la synthése du calcitriol dans fe fube
proximal et la réabsorption du calcium dans le tube distal. Par ailleurs, elle diminue la
réabsorption de phosphate dans le tube proximal. Efle joue un réle majeur dans le
renouvellement osseux el le maintien d'une structure osseuse normale. La régufation
de sa sécrétion se fait gréce au calcium sensing receptor dans |a parathyroide. Le cal-
citriol augmente l'absorption intestinale de calcium et de phosphate el joue un rile
majeur dans le métabolisme osseux. Des données récentes sur sa liaison a son récep-
feur cytoplasmique et/ou nucléaire, sur les mécanismes de régulation de son action
périphérigue via ses récepteurs activés sont actuellement dispombiles. En particulier,
fe calcitriol régule fa synthése de protéines impliquées dans le fransport du calcium
dans ['entérocyte. Le phosphate est également un élément majeur du fonctionnement
ceflulaire. 5a concenfration plasmatique est plus dlevée cher I'enfant gue cher
l'aduite. La phosphatémie est réglée par le rein, mais elie dépend également de
l'absorption intestinale et du niveau de remodelage osseux. L'identification récente des
cotransporteurs phosphate-sodivm aux niveaux rénal, intestinal et aosseux est un pro-
grés majeur. Grace aux avancées récentes de la recherche en physiclogie et en biologie
moléculaire, la comprehension et l'identification des maladies congenitales du meéta-
bolisme du calcium et du phosphate progressent.

’T Calcium

Le calcium est un cation divalent de poids moléculaire 40 qui joue un role physio-
logique important. Dans le plasma, sa concentration molaire est de l'ordre de
2,5 mmol/L. mais seul le calcium ionisé a une activité biologique. En intracellu-
laire, sa concentration est beaucoup plus faible (10-7 4 10-8 M) et a ces concentra-
tions, sous forme ionisée également, il joue un rile de régulation de lactivité de la
cellule, deuxieme messager pour certaines hormones, régulation de excitabilité
cellulaire pour d'autres. Dans 'os, son role est trés particulier, role de maintien
meécanique et réle de réserve de calcium rapidement mobilisable.
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A. Répartition du calcium dans I'organisme

Le calcium est réparti de fagon inégale dans les différents compartiments de Forga-
nisme.

1. Dans les liguides extracellulaires (LEC)

1l représente (0,1 % du calcium total de l'organisme. Dans le plasma, la concentra-
tion physiologique du calcium est normalement comprise entre 2,23 et
2,65 mmol/L. A noter que les concentrations de calcium chez le nourrisson sont
souvent plus élevées, pouvant atteindre 2,75 a 2,80 mmol/L. Chez un individu
donné, la calcémie varie trés peu, moins de 5 % autour de sa valeur d'équilibre, La
calcémie totale (Cat) comprend le calcium lié aux protéines, essentiellement a
I'albumine (environ 43 % du Cat), le calcium libre (non li€) et ionisé {environ
50 %) et le calcium libre mais non ionisé car complexé a des anions de type phos-
phate, citrate et bicarbonate (environ 3 %). Seul le calcium ionisé est biologiquementi
actif. La calcémie totale varie avec la concentration de protéines plasmatiques. De
ce fait, toute augmentation de 'albuminémie, de la protidémie en pratique cou-
rante, entraine une augmentation de la calcémie totale. Cette situation biologique
peut étre observée lors d'une déshydratation touchant le secteur extracellulaire,
Inversement, une baisse de l'albuminémie telle qu'on peut la rencontrer dans un
syndrome néphrotique entraine une baisse de la calcéemie totale sans modilier pour
autant la calcémie ionisée. Cette liaison du calcium a albumine dépend du pH
sanguin : toute acidose diminue Valfinité de la ligison Ca-albumine et augmente
donc, a calcémie totale constanie, la calcémie ionisée, Un abaissement de 0,1 unité
pH entraine une augmentation d'environ 0,05 mmol/1. de calcium ionisé. Inverse-
ment, une alcalose accroit aflinité de la liaison calcium-albumine et réduit donc,
a calcémie towale identique, la calcemie ionisée. Dans les liquides interstitiels, la
concentration de caleium est en éqguilibre avec la concentration de calcium diffu-
sible du plasma, soit la somme Ca ionisé ¢t calcium complexé. Elle est de Tordre
de 1,4 mmol/L.

2. Dans le liguide intracellulaire

Le stock de calcium représente environ 100 mmol contre 35 mmol pour le secteur
extracellulaire. Ce calcium est essentiellement sous forme liée a lintérieur des
organites cellulaires, entre auwres mitochondries et réticulum endoplasmique, d'o
il peut érre libéré sous l'action d'un signal et déclencher une cascade de réactions.

En situation basale, la concentration du calcium intracellulaire, [Ca**], sous forme
libre, est de 'ordre de 1079 M.

3. Dans l'os

Le calcium est trés abondant. 11 représente environ 30 moles, soic 1,200 kg, Ce cal-
cium est réparti dans deux compartiments, le compartiment d'os prolond et le com-
partiment dit de « calcium rapidement échangeable », représentant environ
100 mmoles. Ce dernier joue un role crucial dans la régulation de la calecemie. Les
échanges bidirectionnels entre ce compartiment et le liquide extracellulaire somt
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estimés (fig. 1) 4 7.5 mmolfjour. Cela signifie qu'il existe des échanges constants
entre l'os et le compartiment extracellulaire et que les phénomeénes de résorption
osseuse el d'accrétion osseuse sont normalement équilibrés. Dans l'os, le calcium se
présente sous forme de cristaux d'hydroxyapatite, sels complexes de calcium, phos-
phate et magnésium pour 83 %, et sous forme de carbonate de calcium pour 15 %.
La phase organique de la matrice osseuse est composée pour 90 % de collagene de
tvpe 1. Les autres protéines sont essentiellement Postéocalcine, la phosphatase

alcaline, l'ostéopontine, etc.
100 mmoles Compeartiment imtraceliullaire
IO 500N

15 a2 5 mrmol C\/r)

10 mrmial 7.5 mimik
—_—
Iretesiin . 35 mmoles . s
5 mnal 7.5 mmiol

215 mimal 230 mmod Gl'j

59
10& 25 mmol 30 moles

Kern

5 mmol
Le calcium est partiellement absorbe. A 'état d'équilibre, la sortie rénale de calcium est égale a
environ 3 3 5 mmolesfjour, Les flux de calcium entrant et sortant de 'os sont égaux.

Figure 1. Bilan du calcium

B. Homéostasie calcique

Le maintien d'une calcémie normale dépend des flux de calcium dans l'intestin, le
rein et 'os. Dans une premiére partie, le role de ces organes dans le bilan du cal-
cium sera exposé. Dans une deuxieme partie, le role des hormones dans la régula-
tion de la calcémie, la parathormone (PTH} et le dérive actif de la vitamine D, le
1,25-(0OH),D, ou calcitriol, sera décrit,

1. Absorption intestinale

L'absorption nette journaliere de calcium (150 a 200 mgfjour} est nécessaire au
maintien d'un capital calcique normal et, en particulier, a la stabilité du contenu
calcique osseux, En effet, 4 jeun, la calcémie est maintenue constante car le flux de
calcium sortant de 'os compense les sorties rénales obligatoires de calcium. Lors-
que les apports alimentaires ou Pabsorption intestinale sont défectueunx, il se pro-
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duit une perte minérale osseuse. En conséquence, a l'état d"équilibre chez un sujet
normal, la calciurie des 24 heures reflete 'absorption nette digestive,
L'absorption netie de calcium est la résultante du flux d'absorption du calcium par
la mugueuse intestinale et du flux sortant de calcium éliminé dans les sécrétions
digestives. Deux mécanismes sont impliqués dans 'absorption du Ca®™ : un méca-
nisme actil saturable et un mécanisme passil. L'absorption intestinale passive se
fait tout au long du wibe digestif par une voie paracellulaire. La force de conduc-
tion est le gradient électrochimique de part et d'autre de la muqueuse intestinale,
L'absorption active, par transport transcellulaire, se fait principalement dans le
duodénum. L'entrée du calcium dans l'entérocyte se fait selon le gradient de con-
centration et pourrait faire intervenir un canal calcigue (ECaC pour epithelial cal-
cium channel), une calcium-binding protein (CaBP) au pale apical permetiant au
calcium sa translocation au pole basolatéral de la cellule, et une calcium ATPase
ainsi qu'un échangeur Ca**/Na* au poéle basolatéral (fig. 2). L'absorption intesti-
nale est régulée par le calcitriol qui module les quantités de protéines nécessaires :
* a entrée du calcium au pole apical ;

= i sa traversée cytoplasmique sous [orme liée ;

* 3 son extrusion au pdle basolatéral,

Lumiére intestinale Sang
Pale apical Pole basal
Bardure en
I:rnl.l.s_r Recepleur | ™
Ca*t Il au calcitriol s
@ — Calcitriol Ca
LS I | H 10-M
I: _-_{:3 - ca"ri
FCal |'| DY
CaBP Carr
107 M — Cat*
Mitonchondre E::,,
/ A F
- / Calbindine
U Réticulum

"\_Enduﬁpl asmigue v

-4% et [P0 paracellulaine

-~

[ |

k J Transport transcellulaire

Le calcitriod se fixe 4 son récepteur cytosoligue et induit la synthese de protéines qui permetient
le transport apical, la translocation et "extrusion basolatérale du calcium de la cellule.

Figure 2. Absorption intestinale transépithéliale du calcium

De plus, l'absorption intestinale du calcium augmente lorsque :

* la quantité de calcium alimentaire augmente

* la forme physicochimigue du sel de calcium permer au calcium d'étre sous forme
soluble, ionisée {inversement les sels non dissociés sont peu absorbables) :
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* le pH gastrique est trés acide, ce qui facilite la dissociation et done I'absorption
du calcium |

* la quantité de phosphates du régime est faible,

* le contenu en lactose, fructose, en NaCl est élevé.

Inversement, un contenu alimentaire riche en fibres, en phosphates, en graisses,

en alcool, en oxalates, outes circonstances dans lesquelies le calcium est chélaé,

diminuent 'absorption du calcium. D'autres hormones que le calcitriol peuvent

avgmenter directement ou non Pabsorption intestinale de calcium :

* 'IGF-I ;

* la prolactine ;

* les cestrogénes |

* les hormones thyroidiennes.

Des circonstances physiologiques pendant lesquelles les besoins en calcium sont

accrus  saccompagnent  également d'une avgmentation de absorption du

calcium :

* |a croissance |

* la grossesse ;

* la lactation.

Les apports recommandés durant ces dilférentes périodes de vie sont regroupés

dans le tableau 1. Dans des circonstances pathologiques, labsorption intestinale de

calcium peut ére diminuée. On peut citer :

* ['exces endogéne ou exogene de glucocorticoides |

* la malabsorption digestive ;

» l'insuffisance rénale (deéfaut de synthese rénale de calcitriol) ;

* ['hypoparathyroidie ;

» I'Age avance

* l'ostéoporose. ..

Tahleaw 1, Apports recommandéds en calcium®

t mg/ jour

Nourrissans - S

-5 mais 400

fi mais-1 an (¥
Enfamts

| 49 ans EH

préadalescents |

pubserté - adolescents 1 2001 500
Aduttes

femmes 20 & 50 ans | (00

femmes = 55 ans

aves mEimpinothérapic | (e

sans @strogénothirapie | 500

hammes < 55 ang RO

hammes = &5 ans [ HI0-1 ETH)

famime encelnte o allattants | RG]

* Conférence de consensus de Cinstitut national de |3 santé, Efats-Unis, 1909
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2. Rein et calcium

a) Physiologie

Le calcium libre, non li¢ aux protéines, est liliré dans le glomérule. 1l est ensuite
massivement réabsorbé tout au long du tubule puisque environ 98 % du calcium
filtré est réabsorbé dans les différentes parties du néphron : la majeure partie du
calcium filtré, 60 %, est réabsorbée dans le tube proximal (TP), tbe contourné
proximal ou la réabsorption est passive, couplée a celle du sodium, au niveau des
jonctions intercellulaires. Dans le segment 5, du TP, la réabsorprion est active et
se produit contre un gradient électroc Ium|qur: {Le role d'un canal chlore particu-
lier, CI.C3, est encore mal compris, Il est cependant établi qu'une anomalie dans
le gene codant pour cette protéine entraine un syndrome proximal, syndrome de
Dent, ot lhypercalciurie est prédominanie.) Toute modulation de la réabsorption
de sodium dans le TP entraine des modifications de méme sens de la réabsorption
calcique. Le calcium ayant échappé a la réabsorption proximale est ensuite réab-
sorbé dans l'anse ascendante large de Henlé (20 %). Cette réabsorption se fail éga-
lement par une voie paracellulaire via une liaison a une protéine spécifique, la
paracelline. Le moteur de cette réabsorption paracellulairve est le gradient électro-
chimique transépithélial. Tout défaut de réabsorption transépithéliale de Na, K, Cl
dans ce segment entraine une anomalie de réabsorption calcique par voie paracel-
lulaire. Clest ainsi qu'on explique 'hypercalciurie induite par le furosémide ou
observée dans le syndrome de Bartter. De plus, Iactivité de la branche ascendante
de Henlé est modulée par le récepteur sensible au calcium (CaSR). Toute augmen-
tation de la liaison du Ca™ au CaSR entraine une diminution des réabsorptions
dans l'anse de Henlé et donc une diminution du gradient électrochimique transe-
pithélial. Inversement, toute diminution de activité de ce systeme entraine une
augmentation des réabsorptions de Na, K, Cl et donc de calcium (fig. 3). Dans la
partie distale du néphron, la réabsorption du calcium (15 % de la charge filirée)
est, all moins parliel]emenl, active. Elle est modulée par les hormones calciotro-
pes, 1,25-(0H),D . PTH et calcitonine. Dans ces segments distaux, entrée du cal-
cium au pole apical se [ait grice a des canaux calciques (ECaC pour epithelial Ca
channel). Dans la cellule, le calcium se fixe a des protéines de type calbindine
(deux formes de calbindine sont décrites dans ce site, D-28k e1 D-9K), et le calcium
est extrudé de la cellule par différents systemes, Ca-ATPases, Na*/Ca™ contre-
transporteur, etc. Dans le collecteur distal, environ 5 % du calcium filiré est réab-
sorbé, Le CaSR inséré au pale apical de la cellule module la réabsorption d'ean
AVP-dépendante, augmentant la diurese lors de situations d'hypercalcémie
accompagneées d'hypercalciurie. De plus, FAVP peut stimuler la réabsorption de
calcium dans le collecteur distal.

b) Régulation physiologique de la calciurie

La calciurie est dépendante de nombreux facteurs :

* hyper- et hypocalcémie : de fagon générale, la calciurie dépend de la calcémie.
Pour une calcémie ionisée inférieure a 1,20 mmol/L, la calciurie est wrés basse,
voire nulle. Au-dela de cette concentration, la calciurie augmente avec la caleé-
mie. La relation calcémie-calciurie est réglée par le CaSR rénal © toute hyvpercal-
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Le CaSH situé au pole basolatéral de la cellule se fixe a son récepteur membranaire (grisé) et induit
une modulation des réabsorptions de Na, K et chlore. De ce fait, la ddp transépithéliale, générée
par o transport multi-iontque, est plus ou moins importante. Le calcium réabsorbé en paracellu-
taire déspend de cette ddp. Indirectement done, le CaSR module la réabsorption de calcium dans
i Site,

Figure 3. Réabsorption du calcium dans |a branche ascendante de Henlé

ciurie associée 4 une hypocalcémie ou toute hyvpocalciurie avee hypercalcémie
fait évoquer une anomalie du CaSR ;

* il existe une relation calciurie et volume extracellulaire © Vexpansion des LEC
entraine une inhibition des réabsorptions proximales et donc indirectement une
diminution de la calciurie. L'inverse est vrai et une part de l'action hypocalciu-
riante des thiazidiques est expliquée par une diminution des LEC ;

« PTH et PTHrp : la PTH augmente la réabsorption du calcium et diminue donc la
calciurie en angmentant l'entrée cellulaire du calcium au niveau du tube distal ;

o vitamine D : les elfets directs des dérivés actifs de la vitamine D sur la réabsorp-
tion tubulaire du calcium sont encore controversés mais une sécrétion accrue de
l,2‘]--{'li":lH}Il]_'!l?I induit une augmeniation de I'absorption intestinale du calcium,
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une tendance hypercalcémique ou une hypercalcémie vraie et donc, indirecte-
ment au moins, une hypercalciurie ;

* calcitonine : ses elfets sont encore peu clairs, Elle semble induire une hypercal-
ciurie en utilisation aigué a doses pharmacologiques ;

* hormones gluco- et minéralocorticoides @ un excés de glucocorticoides endogenes
ou exogenes eniraine une hyvpercalciurie, Cetie action est liée 4 une résorption
0SSeuse accrue mais aussi a une action tubulaire. Les minéralocorticoides agis-
sent probablement par un double mécanisme, action directe tubulaire au niveau
distal mais également action d'expansion des liquides extracellulaires et done
diminution des réabsorptions proximales de sodium et de calcium ;

* autres hormones © certaines hormones comme le glucagon, lMinsuline ou les hor-
mones thyroidiennes, ont une action rénale directe sur excrétion du calcium,
probablement dans la branche ascendante large de Henlé. Lhyperthyroidie
entraine une hypercalciurie alors que 'hypothyroidie s'accompagne d'hypocal-
ciurie ;

* Ftal acidﬂ-imsiquf . lacidose métabolique, quelle qu'en soit la cause, s'accompa-
gne d’hypercalciurie par augmentation de la fraction ionisée du calcium sanguin
et done par augmentation de la charge {ilirée de calcium. L'autre mécanisme évo-
qué est la diminution de la réabsorption distale du calcium, PTH dépendante ou
non .

¢ influence des phosphates et du magnésium : la déplétion en phosphates entraine
une hypercalciurie alors qu'une hyperphosphatémic entraine Veffet inverse. Le
magnésium entraine des elfets complexes directs et indirects via la PTH. La per-
fusion de Mg induit une hvpercalciurie par freination de la PTH et une diminu-
tion directe de la réabsorption du calcium probablement au niveau du tube
proximal. En revanche, Uhypomagnésemie chronigque sidére la sécrétion de
PTH ;

* facteurs alimentaires : des apporis alimentaires excessils de caleium mais aussi de
sodium, de protéines animales d'origine non laitiere, de sucre raffing peuvent
induire ou aggraver une hypercalciurie. Les sujets lithiasiques semblent particu-
lierement sensibles a ces derniers mécanismes et une amplification de 'hypercal-
ciurie peut ainsi étre observée chez eux ;

= activité physigue : l'immobilisation prolongée augmente la calciurie alors que
activité physique favorise 'accrétion osseuse |

* factenrs médicamenteux : des agents pharmacologiques peuvent modifier la cal-
ciurie. Le furosémide (inhibiteur du cotransporteur Na*, K*, 2CI"}) ainsi que le
bumétamine et 'acide éthacrinique inhibent la réabsorption dans la branche
ascendante de Henlé et ont donc une action hypercalciuriante. Les diurétiques
thiazidigques (inhibiteurs du cotransporteur Na*-Cl~ au pole apical de la cellule)
diminuent le volume extracellulaire et stimulent ainsi la réabsorption proximale
conjointe du sodium et du calcium. Hs stimulent également directement la réab-
sorption distale du calciuom. Le mécanisme invoqué est une augmentation de
I'entrée apicale du calcium via ECaC et une augmentation des échanges Na*/Ca**
au pdle basolatéral de la cellule, conséquence de la diminution de entrée de
NaCl dans la cellule.

2493
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3. PTH et métabolisme calcique

a) Métabolisme de la PTH

La PTH est une hormone polypeptidique composée d'une seule chaine de 84 acides
aminés. Chez 'homme, le gene, situé sur le bras court du chromosome 11, code pour
un peptide de 115 acides amines, la préproPTH, rapidement clivée en un peptide de
V0 acides aminés, la proPTH, et enlin en PTH qui est la molécule stockée dans la cel-
lule sous forme de granules et sécrétée. La PTH circule au moins sous deux formes -
* I'hormone intacte (1-84), dont le poids moléculaire est de 9 300, Ce [ragment est
biologiquement actif, a une demi-vie bréve, de l'ordre de 5 a4 10 minutes, et
représente environ 10 % de la PTH immunoréactive circulante |
* des [ragments de formule carboxy-terminale biologiquement inerte et de demi-
vie longue. Ces derniers fragments saccumulent en insuffisance rénale et peu-
vent « parasiter » des dosages peu spécifiques.
D'autres [ragments ont 1€ identifiés récemment et interférent dans les dosages plas-
matiques dits de « PTH intacte », en particulier un fragment 7-84, d'origine para-
thyroidienne, dont 'activité biologique est opposée a celle de la molécule intacte -
= action hypocalcémiante |
* peu ou pas d'action phosphaturiante ;
* le deuxieme messager n'est pas 'AMPe, contrairement & la PTH 1-84.
Ce fragment se lie sur le méme récepteur que le 1-84 mais n'induit pas d'induction
des actions de la PTH. Il 8’y oppose méme, en entrainant une internalisation de ce
récepteur. L'effet osseux est également opposé 4 celui de la PTH 1-84 ; effet inhi-
biteur sur la résorption osseuse et sur le remodelage osseux. La régulation de la
sécrétion normale de ces deux formes de parathormone est encore mal élucidee. 11
est certain que les sujets souffrant d'une hyperparathyroidie secondaire, comme
dans l'insuffisance rénale chronique chez 'hémodialysé, ont des sécrétions plus
importantes du [ragment 1-84 que le sujet normal. Cela complique la compréhen-
sion de ces situations et la compréhension des résultats des dosages de la PTH. Ce
point sera évoqué plus complétement dans le chapitre intitulé « L'exploration du
metabolisme phospho-calcique et du métabolisme osseux »..

b) Régulation de la sécrétion de PTH
® Par la calcémie ionisée
Une baisse de la calcémie entraine une augmentation de la PTH circulane e,
inversement, toute augmentation de la calcémie ionisée freine la sécrétion et la
libération de PTH. 1l existe une relaton sigmoide inverse entre la concentration
plasmatique de calcium et celle de PTH {fig. ). Le mécanisme de cette régulation
est maintenant bien établi : la calcémie ionisée par lintermédiaire du calcium sen-
sing receptor (CaSR) régule la séerétion de PTH. Le CaSR est une protéine trans-
membranaire appartenant a la famille des récepteurs a sept domaines transmem-
branaires couplés aux protéines G dont le géne se trouve sur le chromosome 3 :
* il reconnait comme ligand nawurel les cations polyvalents, principalement le
calcium ;
* il a une moindre affinité pour le magnésium ;
* le gadolinium a également une grande aflinit¢ pour cette protéine et cest le
ligand utilisé expérimentalement pour stimuler le CaSR.
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Elle dépend de lacalcémie ionisdée, 50 Y de la réponse maximale de la PTH se fait pour une calcemie
situde dans la zone physiologique. Cette concentration est de 'ordre de 1,20 mmol/L {set point
des Anglo-saxons).

Figure 4. Réponse sécrétoire de la FTH

Dans la parathyroide, laugmentation de la concentration du ligand active le récep-
teur et les protéines G couplées et provoque une augmentation des inositols phos-
phates intracellulaires, du diacylglycérol et du calcium libre cytosolique (fig. 5).
En parallele, l'activation du CaSR entraine une diminution de la libération inira-
cellulaire d'AMPc. L'effer biologique médié par ces seconds messagers est une
diminution de la sécrétion de PTH. Inversement, une diminution de la concentra-
tion du ligand, le calcium ionisé, inactive le récepieur et entraine une augmenia-
tion de la sécrétion de PTH, Le CaSR se retrouve non seulement dans les cellules
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Figure 5. Dans |a glande parathyroide, une augmentation de la calcémie ionisée entraine
une activation du calcium sensing receptor membranaire (grisé] et une cascade
de réactions menant & une diminution de la hbération de PTH
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parathyroidiennes oo il a éré initialement décrit mais encore dans d'autres organes
impligqués dans la régulation du calcium comme lintestin, le rein, les cellules C de
la thyroide. Des transcrits ont également éié trouvés dans d'autres sites moins clas-
siquement liés au métabolisme calcique comme le cerveau, les bulbes ollacrils, les
plexus mésentériques, les cellules cryptiques du calon, les cellules G de Pantre gas-
trique, les celiules épithéliales du cristallin. Le rdle du CaSR dans ces différents
organes est encore 4 'étude. On peut simplement noter la fréquence des cataractes
associées 4 des anomalies calciques.

@ Par le 1,25-(0H), D,

Il agit via sa liaison a son récepteur nucléaire spécifique, pour le récepteur a la
vitamine D (VDR) exprimé dans la parathyroide. Le calcitriol diminue la synthese
du mRENA de la PTH et inhibe la prolifération des cellules parathyroidiennes. De
plus, il pourrait augmenter lexpression du CaSR, contrairement au calcium lui-
méme, ce qui indirectement induit une freination de la sécrétion de PTH. De ce
fait, I'hyperplasie des parathyroides observée lors de I'insuffisance rénale chroni-
que pourrait partiellement €re due directement au  délicit daction du
1,25-(OH),D,.

& Par la phosphatémie
L'hypophosphatémie freine la sécrétion de PTH alors que lhyperphosphatémie la
stimule. Lexistence d'un phosphate sensing receptor est évoqué (cotransporteur
Na-phosphate ou un de ses régulateurs) mais non encore démonitré,

s L'acidose métabolique stimule la sécrétion de PTH

PTH et magnésium : le magnésium n'est qu'un déterminant mineur dans la régula-
tion de la sécrétion de la PTH. Cependant, une hypomagnésémie peut stimuler en
conditions aigués la sécrétion de PTH. Inversement, une hypomagnésémie intense
et prolongée peut inhiber profondément la sécrétion de PTH.

¢) Modes d’action de la PTH

L'action de 'hormone sur ses cellules cibles passe par sa liaison 4 un récepteur
commun & la PTH et au PTHrp (PTH-related peptide). Ce récepteur appartient a la
superfamille des récepteurs liés a des protéines G et possédant sept domaines
transmembranaires,

La PTH accroit la résorption osseuse. Son elfet a court terme est secondaire a une
augmentation de lactivité des ostéoclastes déja présents dans le tissu osseux, Son
action a plus long terme passe par le recrutement de nouveaux ostéoclastes et dans
un deuxieme temps de nouveaux ostéoblastes pour respecter I'équilibre du remo-
delage osseux.

Les réceprenrs osseux de la PTH sont situés sur les ostéoblastes mais jusqu’a pré-
sent aucun récepteur n'a été identifié sur les osiéoclastes. L'hypothese actuelle est
que laugmentation de Pactivite ostéoclastique dependant de la PTH est indirecte.
Elle nécessite la sécrétion par les ostéoblastes de molécules diverses dont des
cytokines : les substances les plus éwudiées sont IGF-1 et IGF-II (insulin-like growth
Jactor de type 1 ou I}, TGF-B, MCSF, IL-6, PGE, ... qui activeraient alors secon-
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dairement les ostéoclastes. La PTH participe donc au remodelage osseux perma-
nent qui est indispensable au bon équilibre de la structure osseuse et de la fonction
métabolique de maintien de la calcémie. En effet, il existe un couplage permanent
entre les phénomenes de synthése osseuse assurée par les ostéoblastes et de résorp-
tion osseuse assurée par les ostéoclastes. La figure 6 présente les intervenants dans
la transformation de l'astéoblaste en ostéoclaste : la cellule ostéoblastique a un fac-
teur « Rank-ligand » (RANKL). En présence de lacteurs permissils ou inhibiteurs,
RANKL active le facteur RANK porté par le précurseur de l'ostéoclaste et permet
sa transformation en ostéoclaste. L'ostéoprotégérine (OPG) agit pour sa part
comme un antagoniste de cette transformation ostéoblaste-ostéoclaste et stimule
l'apoptose des ostéoclastes, La découverte récente du systéme OPG-RANKL a per-
mis de comprendre certains des phénoménes de régulation du turn-over osseux et
a permis d'envisager des voies thérapeutiques nouvelles, en particulier dans les
maladies osseuses, tumeurs malignes, maladies cardio-vasculaires, etc.

Précurseur OC OC mature

—
. RANK
RANKL
[ phstat RANKL
1,25 (OH),D,
PTH, PTHIP
ILY-a, PGE2
"'Eﬁ.rlml ’ ?" RANKL
corticoides
ostéoblaste

\% ) cellule stromale

Figure 6. Régulation de la transformation de ['ostéoblaste-ostéoclaste

d) Action rénale de la PTH

Elle a deux sites d'action : le tube contourné proximal ol elle diminue la réabsorp-
tion du phosphate et le tube contourné distal oi elle augmente la réabsorption du
calcium (voir supra). Cela explique qu'a calcémie élevée identique, la calciurie soit
plus faible dans lhyperparathyroidie primitive que dans d'autres étiologies, intoxi-
cation a la vitamine D par exemple.
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¢) Globalement

L'action de la PTH est donc de réguler la calcémie :

« en permettant la libération du caleium osseux ;

* en augmentant la réabsorption du calcium filwré ;

« en stimulant la synthese du 1,25-(0H), D, qui va faciliter labsorption intestinale
du calcium.

4. Vitamine D

a) Métabolisme

La vitamine D est un sécostéroide produit par les couches profondes de I'épiderme
sous laction du rayonnement ultraviolet qui photolyse le 7-déhydrocholestérol en
prévitamine D. Cette derniere s'isomérise spontanément en vitamine D, La
vitamine Dy (cholécalciférol}, qui est biologiquement inerte, subit une hydroxyla-
tion en position 25 dans le foie (calcidiol) puis en 1 dans le tube proximal rénal et
devient ainsi la 1,25-(0H),D, (calcitriol), qui est la forme hormonale active dela
vitamine D (fig. 7). Le calcitriol a comme principale action 'homéostasie phospho-
calcique et la régulation du métabolisme osseux en augmentant l'absorption intes-
tinale du calcium et en recrutant les cellules souches osseuses pour lormer les osté-
oclastes qui & leur tour vont mobiliser le calcium de l'os vers la circulation
sanguine.

Le calcitriol est transporté dans le plasma lié a une protéine porteuse, vitamin
D-hinding protein, ou DBP, vers le tissu cible on il va pénétrer et interagir avec un
recepleur intracellulaire de haute affinité (VDR) qui peut étre cvtosolique ou intra-
nucléaire. La liaison de lhormone a son récepteur entraine un changement de con-
formation de ce dernier, lui conférant une affinité plus grande pour la chromatine
(fig. 8). Le complexe hormone-récepteur se lie également a un récepteur de lacide
rétinoique (RXR) pour lormer un complexe hétérodimérique. 1l existe un équilibre
enire les différentes formes de la vitamine liée dans la cellule, formes monoméri-
que, homodimérique et hétérodimérique (VDR-RXR). Ce complexe subit une
translocation vers le noyau ou il se lie & un élément de réponse (VDHRE] présent
dans I'ADN pour réguler des génes sensibles a cette hormone (plus de cinquante
génes ont été répertoriés). Cette interaction conduit 4 la régulation, augmentation
ou répression de la transcription des génes et de la synthése d'ARNm d'un grand
nombre de protéines venant soit de l'ostéoblaste, comme ostéopontine, Fostéocal-
cine, la phosphatase alcaline, le collagéne, soit de lintestin comme la prowéine de
liaison intestinale du calcium (calcium-binding protein, CaBP). Le géne du VDR a
dernierement beaucoup é1é étudié et des mutations aboutissant a un syndrome de
résistance 4 la vitamine D omt é1é identifiées (rachitisme vitaminorésistant de
type 11}, Des mutations dans les exons ou les introns du géne peuvent entrainer un
polymorphisme de ce géne sans modification de la composition en acides aminés
de la protéine, mais pourraient étre responsables de réponses sensiblement diffé-
rentes dans ['os ou lintestin et jouer un role par exemple dans 'acquisition de la
masse osseuse ou le développement de pathologies phosphocalciques, comme
Posteoporose. Récemment, le role de certains polymorphismes dans le détermi-
nisme de lhypercalciurie idiopathique a é1é éliming.
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Les étapes de la synthése de la forme active de la vitamine O, le 1,25-(OH),0, ou caleitriol sont
représentées, Le calcitriol agit sur l'intestin en augmentant labsorption intestinale de calcium, sur
I'os en participant au remodelage osseux et en facilitant sa minéralisation, sur la parathyrofde dont
elle freine la sécrétion. La parathormone agit sur Fos en participant également au remodelage
osseux, surle rein en augmentant la réabsorption distale du calcium et en diminuant la réabsorp-
tion proximale de phosphate. La PTH stimule la synthése rénale du calcitriol.

Figure 7. Regulation de la calcémie

b) Régulation de la synthése du calcitriol

La PTH stimule la synthése de la 1,25 et ainsi entraine indirectement une augmen-
tation de Pabsorption intestinale de calcium, L'angmentation de la calcémie entraine
alors une freination de la synthése et de la libération de la PTH. En outre, par linter-
médiaire de ses récepteurs VDR dans la glande parathyroide, le 1,15 entraine une
inhibition directe de la synthése de PTH. Elle exerce également une action régula-
trice sur le géne de la la-hvdroxviase rénale. La calcémie semble donc n'avoir
quune influence indirecte, via la PTH, sur la sécrétion du calcitriol. En revanche, la
phosphatémie est un facteur de stimulation puissant de la la(OH)ase rénale :
Vhypophosphatémie stimule et Phyperphosphatémie déprime la sécrétion de calci-
triol. De nombrenses hormones ou facteurs liés a la croissance, a la nutrition ou a
I'équilibre calcique ont des actions sur la production de calcitriol. Les sujets dgés, en
particulier, ont une diminution de la régulation du calcitriol par la FTH. Cela pour-
rait expliquer la diminution de I'absorpuion calcigue observée a cer dge.
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Le caleitriol pénétre dans [a cellule, se fixe & son récepteur, VDR, pénétre dans le novau ol elle va
former des complexes avec F'élément BXR et induire ensuite ou moduler les synthises de protéines
nécessaires au transport du calcium, & son catabolisme (24 hydroxylation), & la formation osseuse
(ostéocalcine, phosphatases alcalines osseuses), ot & la prolifération cellulaire (c-myc, c-fos, elc.h

Figure 8. Actions cellulaires de la forme active de la vitamine D, le 1,25-(0H},D,

c) Modes d'action

Dans U'intestin, 'action du calcitriol est d'activer la synthése de nombreuses protéi-
nes nécessaires a absorption du calcium. La plus anciennement connue est la
CaBP apicale, mais également la phosphatase alcaline, la Ca-ATPase basolatérale,
et des protéines de la hordure en brosse intestinale. La 1,25 augmente 'absorption
intestinale de calcium essentiellement dans le duodénum et celle du phosphate
plutdt dans le jéjunum et liléon.

Dans l'os, le caleitriol induir la différenciation dans la moelle osseuse des cellules
souches en ostéoclastes. Quand les ostéoclastes sont matures, ils perdent leur sen-
sibilité a la 1,25 et ne seront régulés ensuite qu'indirectement via les ostéoblastes
actives qui sécrétent alors des substances, interleukines entre autres, qui stimulent
a leur tour lactivité ostéoclastique. Les ostéoblastes ont des récepteurs au calci-
triol, récepteurs nucléaires, mais peut-fire aussi récepteurs membranaires.
L'action osseuse du calcitriol est principalement de favoriser le turn-over osseux
et la minéralisation osseuse. Chez enfant, la vitamine D est indispensable a la
maiuration et la croissance osseuse. Ses concentrations plasmatiques sont plus éle-
vées en phase de croissance rapide. Son déficit entraine le rachitisme chez I'enfant
ct l'ostéomalacie chez ladulte.

5. Calcitonine (CT)

L