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Existe-t-il une voie vésiculaire
de sécrétion du glucose ?

Le foie et ’homéostasie du glucose

En 1848, Claude Bernard publiait ses
premieres observations établissant le
role du foie dans la production endo-
gene de glucose. Il démontrait, dans
les années suivantes, que le foie était
également capable de stocker le glu-
cose sous une forme, inconnue
jusqu’alors, qu’il appelait glycogene,
et que le glucose ainsi stocké pouvait
réapparaitre dans le sang lors du
jetne. Cela démontrait le role cen-
tral du foie dans la régularisation des
concentrations circulantes de glu-
cose : il stocke le glucose en périodes
absorptives (aprés un repas) et le
relache dans le sang en périodes
postabsorptives ou lors d’un jetine
afin de prévenir le développement
d’hypoglycémies [1].

Depuis, les mécanismes par lesquels
le foie dégrade ou stocke le glucose
sous forme de glycogene, ou par les-
quels le glucose est relaché dans le
sang a la suite de la dégradation du
glycogéne ou de sa synthése de novo,
ont été décrits en détail [2, 3]. Les
enzymes controlant I’ensemble de
ces réactions ont été caractérisées
biochimiquement, la structure de
leur gene a été identifiée et les
régions promotrices des geénes de la
plupart des enzymes-clés de ces voies
métaboliques ont été analysées. La
régulation de I’expression de ces
genes ou de I'activité de ces enzymes
par les hormones, en particulier
I'insuline et le glucagon, ont égale-
ment été le sujet d’études extensives.
Une description détaillée du métabo-

s lisme hépatique du glucose et de sa
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régulation hormonale est justifiée
non seulement par le role de cet
organe dans I’homéostasie gluci-
dique normale mais, également,
parce qu'une augmentation de la
production hépatique de glucose,
échappant a Iinhibition par l'insu-
line, est une caractéristique du dia-
béte non insulinodépendant [4, 5].
Malgré I’ensemble de ces études, la
derni¢re étape de la production de
glucose, la sortie de glucose des
hépatocytes dans I’espace sinusoidal,
n’avait a ce jour jamais été complete-
ment caractérisée. La présence dans
la membrane plasmique d’un trans-
porteur de glucose, GLUT2, avait été
jugée suffisante pour rendre compte
aussi bien du captage du glucose par
les hépatocytes que de sa sortie dans
le sang.

Les transporteurs de glucose

Le glucose est utilisé comme source
d’énergie et comme élément de base
pour la synthése de macromolécules
par la plupart des cellules de I'orga-
nisme. Le captage de cette molécule
polaire par la cellule nécessite la pré-
sence de protéines intégrales
capables de faciliter sa diffusion a tra-
vers la membrane plasmique. Cinq
transporteurs de glucose (GLUT)
ont été décrits [6-8]. Ces protéines
sont le produit de genes différents et
ont des caractéristiques particuliéres
— localisation tissulaire et cellulaire,
propriétés cinétiques (affinité pour
le glucose) et régulation du niveau
d’expression par le glucose ou les
hormones, en particulier I'insuline —

qui sous-tendent leur spécificité dans
le controle de I’homéostasie gluci-
dique. Par exemple, GLUTI est for-
tement exprimé dans les érythrocytes
humains et les barriéres hémato-tissu-
laires, dont la barriere hémato-encé-
phalique; GLUT3 est le principal
transporteur des neurones; GLUT4
est présent spécifiquement dans les
cellules dont I'activité de captage du
glucose est stimulée par I'insuline:
les muscles et le tissu adipeux;
GLUT5 est un transporteur de fruc-
tose présent principalement dans la
bordure en brosse des cellules épi-
théliales de I'intestin.

Le transporteur GLUT2

Ce transporteur se distingue des
autres isoformes par ses propriétés
cinétiques particuliéres. Alors que
GLUTI1, GLUT3 et GLUT4 sont des
transporteurs de forte affinité (Km
pour le glucose de 1 a 5mM),
GLUT2 a une faible affinité pour le
glucose (Km de 17mM) [9]. Cela
indique que ce transporteur n’est
pas saturé aux concentrations circu-
lantes de glucose, normales ou
méme pathologiques (entre 5 et
environ 20mM glucose). Ce trans-
porteur est exprimé dans la mem-
brane basolatérale des cellules épi-
théliales de 'intestin et de la partie
proximale contournée du nephron;
dans la membrane sinusoidale des
hépatocytes et dans la membrane
plasmique des cellules B insulinosé-
crétrices du pancréas [9]. Il a été
également trouvé dans certains neu-
rones de ’hypothalamus, en particu-
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Figure 1. Modéle des mécanismes de sécrétion de glucose par les hépato-
cytes. Dans les conditions normales, le glucose-6-phosphate provenant de la
gluconéogenese ou de la dégradation du glycogéne est transporté a l'inté-
rieur du réticulum endoplasmique. Aprés son hydrolyse, le glucose retourne
vers le cytosol pour diffuser a I'extérieur de la cellule par I'intermédiaire de
GLUT2. En I'absence de ce transporteur, il n‘existe plus de diffusion facilitée
de glucose a travers la membrane plasmique. Dans ces conditions, bien
qu’une fraction du glucose s’accumule dans le cytosol, le glucose sort de la
cellule uniquement par une voie de transport issue du RE. Cette voie de trans-
port est bloquée par une baisse de la température et par la progestérone mais
n’est pas sensible a la brefeldine A ou a la monensine qui bloquent, respecti-
vement, le transport vésiculaire entre le RE et I'appareil de Golgi et le trans-
port intra-Golgi. Dans les hépatocytes normaux, la sortie de glucose peut étre
inhibée par la cytochalasine B pour autant que la voie vésiculaire soit bloquée
par incubation des cellules & 12 °C. Cela suggére que les deux voies de sécré-

tion de glucose sont présentes dans les hépatocytes normaux.

lier ceux présents dans la partie ven-
tro-médiale [10, 11]. La localisation
tissulaire et les propriétés cinétiques
de GLUT2 suggérent que ce trans-
porteur joue un role majeur dans le
transport transépithélial de glucose
au niveau de I'intestin et du rein. Au
niveau des cellules 3 du pancréas, il
permet un équilibre rapide du glu-
cose entre les espaces extra et intra-
cellulaires. Cela est nécessaire pour
un acces rapide du glucose a la glu-
cokinase, I’enzyme de la glycolyse
qui contrdle la réponse en fonction
de la concentration de l'insulinosé-
crétion induite par le glucose [12].
Le role hypothalamique de GLUT2
n’est pas connu avec précision. Il
pourrait cependant intervenir dans
les mécanismes de détection du glu-
cose par des neurones sensibles au
glucose.
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Au niveau du foie, la détection de
GLUT2 dans la membrane sinusoi-
dale a conduit a considérer que ce
transporteur était nécessaire aussi
bien au captage du glucose pendant
les phases absorptives, qu’a son rela-
chement dans le sang dans les
périodes postprandiales ou au cours
du jetGne. Cela paraissait d’autant
plus logique qu’il avait été décrit que
les propriétés de transport du glu-
cose par GLUT2 étaient symétriques,
c’est-a-dire que le Km pour le trans-
port du glucose a travers la mem-
brane plasmique était le méme dans
le sens de 'entrée que dans celui de
la sortie [13, 14].

Souris GLUT?2 nullizygotes

Le role physiologique de GLUT2 a
été évalué par I’étude de souris dont

le geéne de ce transporteur a été inac-
tivé [15]. L’absence de GLUT2
induit chez la souris un phénotype
diabétique : hyperglycémie, hypo-
insulinémie relative et concentra-
tions plasmatiques élevées de gluca-
gon, d’acides gras libres et de corps
cétoniques. In vitro, des expériences
de périfusion d’ilots montrent une
suppression de la premiere phase de
I'insulinosécrétion en réponse au
glucose avec une deuxieme phase
préservée mais de faible amplitude.
Ces souris meurent généralement au
moment du sevrage. Cependant, le
traitement par I'insuline permet aux
souris de survivre et d’atteindre un
poids presque normal, indiquant que
le défaut sécrétoire des cellules -
pancréatiques est une cause princi-
pale de leur mort.

De facon surprenante ces souris nou-
veau-nées présentent une hyperglycé-
mie couplée a une forte glycosurie, a
un moment ou leur nourriture, le lait
maternel, est pauvre en glucides mais
riche en lipides. Cela suggere que la
production hépatique de glucose est
tres efficace bien que GLUT2, censé
étre responsable du relachement de
glucose, soit absent.

Pour comprendre ce paradoxe appa-
rent, nous avons, dans un premier
temps, évalué la capacité du foie a
relacher du glucose dans le sang.
Cela a été fait de trois facons diffé-
rentes [16]. 1) Nous avons montré
que l'injection intrapéritonéale de
glucagon chez ces animaux condui-
sait 2 une augmentation tres rapide et
prononcée de la glycémie, suggérant
une mobilisation efficace des réserves
hépatiques de glucose. 2) Nous avons
montré que la production et le rela-
chement de glucose dans le milieu de
culture par des hépatocytes isolés et
cultivés uniquement en présence de
lactate et pyruvate, des précurseurs
gluconéogéniques, se faisait de facon
quantitative similaire en présence et
en I'absence de GLUTZ2. 3) Par des
mesures in vivo de la production
hépatique de glucose nous avons
déterminé la vitesse de relachement
de glucose par le foie. Celle-ci est
similaire dans le foie des souris nor-
males et des souris déficientes en
GLUT2.

Ces résultats pouvaient indiquer que

d’autres transporteurs de glucose m——
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étaient exprimés dans le foie pour
remplacer  fonctionnellement
GLUT2. Cependant, aucun autre
transporteur connu n’a pu étre mis
en évidence. En outre, la capacité de
transport de glucose a travers la
membrane plasmique d’hépatocytes
isolés a été mesurée en utilisant le 3-
O-méthyl-glucose, qui est un substrat
pour tous les transporteurs de glu-
cose connus, et qui n’est pas métabo-
lisé dans la cellule. Ces expériences
ont démontré qu’en absence de
GLUT2, la vitesse de captage de 3-O-
méthyl-glucose ou d’efflux apres un
préchargement des hépatocytes en
substrat était diminuée de plus de
95 %. Dés lors comment le glucose
peut-il sortir des hépatocytes de
facon quantitativement normale ?

Le glucose produit par gluconéoge-
neése ou par dégradation du glyco-
gene apparait d’abord dans le cytosol
sous forme de glucose-6-phosphate.
L’hydrolyse de ce composé par la glu-
cose-6-phosphatase a cependant lieu
dans la lumiere du réticulum endo-
plasmique (RE) [17, 18]. Cela néces-
site que le glucose-6-phosphate soit
d’abord transporté dans cette orga-
nite et, apres hydrolyse, que le glu-
cose engendré retourne dans le cyto-
plasme pour diffuser hors de la
cellule par l'intermédiaire de
GLUT2. Le réticulum endoplas-
mique est également le site de syn-
these des protéines intégrales de
toutes les membranes cellulaires, des
protéines sécrétées et du cholestérol;
le transport de ces molécules vers
leur destination finale s’opére par
trafic vésiculaire. Dés lors, en
absence de GLUT2, est-il possible
que le glucose produit dans le RE
sorte de la cellule par un mécanisme
de transport vésiculaire similaire a
celui utilisé par les protéines? Ou a
celui du cholestérol qui conduit a la
membrane plasmique en évitant
I’appareil de Golgi [19]?

Pour répondre a ces questions, le glu-
cose nouvellement synthétisé par des
hépatocytes isolés a été marqué au *C
par incubation des cellules avec du
pyruvate-"*C [16]. Le glucose radioac-
tif produit et restant a l'intérieur de
la cellule ou étant sécrété peut, par la
suite, étre mesuré. Ce protocole de
marquage biosynthétique nous a per-

messssms mis de démontrer qu’en I'absence de
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GLUT2 Ia sortie de glucose pouvait
étre bloquée par une baisse de la tem-
pérature a 12 °C, condition qui
bloque le trafic des vésicules membra-
naires mais pas la diffusion facilitée.
D’autre part le transport en absence
de GLUT2 n’était pas affecté par des
inhibiteurs des voies classiques de
transport intracellulaire des protéines
du RE a la membrane plasmique, la
brefeldine A et la monensine (figure
1). En revanche, la progestérone avait
un profond effet inhibiteur. Cette
substance a été décrite comme pou-
vant bloquer le transport du cholesté-
rol nouvellement synthétisé, du réti-
culum endoplasmique vers la
membrane plasmique, par une voie
de transport qui n’emprunte pas
l’appareil de Golgi [20-22]. Le méca-
nisme d’inhibition du transport mem-
branaire par la progestérone n’est pas
connu avec précision. Il a toutefois
été rapporté que cette substance peut
interférer avec le mouvement des
cavéoles qui sont des vésicules mem-
branaires impliquées, entre autres,
dans le transport vers la membrane
plasmique du cholestérol nouvelle-
ment synthétisé dans le RE (figure 1).
Nos expériences suggéraient par
ailleurs que les deux mécanismes de
sécrétion de glucose, vésiculaire et
par diffusion facilitée par GLUTZ, co-
existent dans les hépatocytes nor-
maux. En effet, lorsque le transport
de glucose par GLUT?2 est bloqué par
la cytocholasine B, le glucose peut
toujours sortir efficacement des
hépatocytes lorsque les expériences
sont conduites a 37 °C. En revanche,
a 12°C, lorsque la voie vésiculaire est
bloquée, la sortie de glucose peut
étre inhibée par I’ajout de cytochola-
sine B.

L’ensemble de ces observations sug-
gere, d’'une part, que GLUT2 est
nécessaire a I'entrée du glucose dans
la cellule puisque, en 'absence de ce
transporteur, le captage de glucose
est presque totalement supprimé. En
revanche, la sortie de glucose peut
procéder de facon quantitativement
normale. Quel peut étre alors le role
de GLUT?2 lorsque le foie produit du
glucose pour prévenir le développe-
ment d’hypoglycémie ?

En I'absence de GLUTZ, le glucose
engendré dans le réticulum endo-
plasmique sort par la voie vésiculaire

mais une partie retourne également
dans le cytosol ou sa concentration
augmente et ou il peut a nouveau
étre phosphorylé en glucose-6-phos-
phate. La concentration cytosolique
de ces deux substrats a un effet
important sur le métabolisme hépa-
tique du glucose. En effet, le glucose-
6-phosphate est un activateur allosté-
rique de la glycogene synthase et le
glucose un inhibiteur allostérique de
la glucose phosphorylase [23], les
enzymes-clés, respectivement, de la
synthese et de la dégradation du gly-
cogene. On peut donc prédire que si
le glucose ne peut pas sortir libre-
ment du cytosol, on assistera a une
augmentation de la synthese de gly-
cogéne ou au moins a une inhibition
de sa dégradation. C’est en effet ce
qui est observé chez les souris nullizy-
gotes pour GLUT2: la concentration
de glycogene a I’état nourri est tres
élevée par rapport aux témoins et un
jeGne prolongé est incapable de
conduire a la suppression des stocks
de glycogene.

Le role de GLUT2 apparait donc
essentiel lors des périodes de jetine
pour éviter une augmentation des
concentrations intracytosoliques de
glucose et de glucose-6-phosphate
qui conduisent a une augmentation
du glycogene intracellulaire, un effet
opposé a celui que les concentrations
plasmatiques d’hormones devraient
stimuler. En effet, lors du jetine, le
rapport des concentrations circu-
lantes de glucagon et d’insuline aug-
mente pour stimuler la dégradation
du glycogéne hépatique en inhibant
la glycogene synthase et en stimulant
la glycogene phosphorylase. Pour
permettre la régulation du métabo-
lisme du glycogéne par les hor-
mones, c’est-a-dire en réponse aux
changements de ’homéostasie gluci-
dique de l'organisme, le glucose
intracellulaire doit étre en équilibre
avec le glucose sanguin. Si ce n’est
pas le cas, comme lors de I’absence
de GLUT2, le métabolisme du glyco-
geéne est alors controlé par I'état
énergétique intracellulaire. Cela sug-
gere que les contrdles allostériques
des enzymes impliquées prédomi-
nent sur les contréles hormonaux.
Ce nouveau mécanisme de sécrétion
du glucose par le foie, bien que soup-
conné précédemment, n’a pu étre
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mis en évidence que grace a I’établis-
sement de souris nullizygotes pour
GLUT2. 1l reste encore beaucoup a
apprendre sur les mécanismes molé-
culaires contrdlant ce transport vési-
culaire de glucose et sur leur régula-
tion hormonale éventuelle, en
particulier par le glucagon et I'insu-
line. Par ailleurs, puisque I'entrée
directe de glucose dans les hépato-
cytes semble étre supprimée en
I’absence de GLUTZ2, ces souris four-
nissent un modele intéressant pour
I’étude des mécanismes de régula-
tion génique par le glucose et pour
étudier le role de GLUT2 dans ces
controles physiologiques. Enfin,
puisque le diabete non-insulinodé-
pendant est caractérisé par une pro-
duction hépatique de glucose exagé-
rée, une meilleure compréhension
de ces mécanismes pourrait avoir des
implications dans le traitement de
cette maladie ®
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