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Glucagon et mini-glucagon

Le glucagon pourrait agir sur certains de ses tissus cibles
par deux mécanismes. L’hormone entie¢re (1-29) se lie
a un récepteur couplé a I’adénylate cyclase par 1’inter-
médiaire d’une G-protéine, augmentant ainsi la concen-
tration intracellulaire en AMP cyclique. Au niveau de
la membrane cellulaire, le peptide 1-29 est partiellement
dégradé en deux portions dont la plus carboxyterminale,
le glucagon (19-29), ou mini-glucagon, a une action dis-
tincte. Le mini-glucagon, probablement en se fixant a
un récepteur particulier, agissant lui aussi par l’inter-
médiaire d’une G-protéine, inhiberait la pompe calci-
que dépendante de I’ATP, provoquant ainsi une éléva-
tion du Ca’" cytoplasmique. Les deux voies de signa-
lisation pourraient coopérer a I’obtention des effets cel-
lulaires, notamment métaboliques au niveau du foie et,

surtout, inotropes positifs au niveau du cceur.

e glucagon est une hor-

mone peptidique de 29 aci-

des aminés, produite par

les cellules alpha des flots

de Langerhans du pancréas
et de la muqueuse gastrique, et pour
laquelle des sites récepteurs ont été
identifiés dans le foie, le cceur, le
rein, le tissu adipeux, le cerveau [1].
L’effet biologique le plus manifeste
du glucagon, et qui a été le plus étu-
dié, est son effet hyperglycémiant
résultant des activations combinées
de la glycogénolyse et de la gluconéo-
genese hépatiques [2]. Mais le gluca-
gon agit aussi sur le métabolisme des
lipides, inhibant la lipogenése dans
I’hépatocyte et activant la lipolyse
dans l’adipocyte ; il exerce un effet
catabolique net sur les protéines et
stimule la captation hépatique des
acides aminés plasmatiques ; il aug-
mente, dans le rein, la réabsorption
tubulaire des cations divalents et le
débit de filtration glomérulaire, sti-
mule différentes sécrétions hormona-
les — telles celles de I’insuline par le
pancréas, des catécholamines par la
glande médullo-surrénale — et la
sécrétion thyroidienne, diminue la
mobilité intestinale et celle de I’esto-

mac ; enfin, le glucagon a des effets
inotrope et chronotrope positifs sur le
muscle cardiaque.

Il a longtemps été admis que ’AMP
cyclique était le messager intracellu-
laire du glucagon. Il est clair
aujourd’hui que ’on doit revenir sur
ce dogme de messager unique. Le
propos de cette revue est de faire le
point sur les données actuelles con-
cernant les différents mécanismes mis
en jeu dans les actions du glucagon ;
je présenterai, en particulier, nos
résultats qui concernent le métabo-
lite (19-29) du glucagon, ou mini-
glucagon, et conféerent au glucagon
un role de prohormone.

L’AMP cyclique n’est pas
le seul second messager
intracellulaire
des effets physiologiques
du glucagon

Le schéma classique de ’AMP cycli-
que, messager intracellulaire du glu-
cagon, repose essentiellement sur les
résultats d’études des effets du glu-
cagon sur la glycogénolyse dans le
foie [2] et la lipolyse dans le tissu
adipeux [3]. En effet, dans ces deux
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exemples, I’activation de I’adénylate
cyclase et la production d’AMP cycli-
que sont clairement corrélées a I’acti-
vation des enzymes clefs des deux
voies métaboliques, la glycogeéne
phosphorylase et la lipase. Toutefois,
d’apres des résultats récents, acquis
grice a de nouvelles techniques, le
calcium et les phospho-inositides
pourraient participer a I’action méta-
bolique du glucagon. En effet, d’une
part, plusieurs auteurs ont observé
une mobilisation de calcium intracel-
lulaire dans I’hépatocyte isolé sous
I’influence de glucagon [4-6] et,
d’autre part, Wakelam et al. ont
montré une activation de la phospho-
lipase C membranaire par des con-
centrations subnanomolaires de glu-
cagon [7]. Mais il n’en reste pas
moins que ’AMP cyclique reproduit
les effets métaboliques du glucagon
dans le foie [4-5], et I’activation de
la phospholipase C a faibles concen-
trations de glucagon n’a pas été cor-
rélée a une mobilisation du calcium
intracellulaire.

En revanche, il semble clair que
I’action spasmolytique du glucagon
sur la contraction du tractus intesti-
nal ou des voies biliaires et du
sphincter d’Oddi ne passent pas par
’AMP cyclique. En effet, le pep-
tide (1-21) du glucagon qui n’active
pas le systeme adénylate cyclasique,
et ne se lie pas aux sites récepteurs
du glucagon, reproduit les effets
relaxants du glucagon a des concen-
trations équivalentes [8-9]. Ce pep-
tide mime aussi ’effet inhibiteur du
glucagon sur la sécrétion gastri-
que [8] et pancréatique [10]. Il a été
suggéré que le glucagon (1-21) exer-
cerait un effet indirect sur le tissu
cible en inhibant la transmission
cholinergique [8].

En ce qui concerne les effets rénaux
du glucagon, 1l est bien établi que
I’augmentation de la réabsorption du
Mg?* et du Ca?* dans l’anse de
Henlé et le tubule passe par ' AMP
cyclique. Cependant il reste a iden-
tifier le messager impliqué dans
I’augmentation de la filtration
glomérulaire [11].

Le mécanisme des effets inotrope et
chronotrope du glucagon sur la con-
traction cardiaque est, quant a lui,
controversé. La confusion vient de la
publication d’observations contradic-
toires, peut-étre liées a des différen-

ces d’especes [12]. Ainsi, les effets
inotrope et chronotrope du glucagon
observés sur le cceur isolé de chien,
de chat, de rat, n’ont pas été repro-
duits chez le lapin. Dans le cceur de
rat, comme dans celui de grenouille,
le glucagon induit une augmentation
du taux intracellulaire d’AMP cycli-
que, mais celle-ci est liée a une sti-
mulation de I’activité adénylate cycla-
sique chez le rat, alors qu’elle est
associée a une inhibition de la phos-
phodiestérase chez la grenouille [13].
Mais, d’une maniére générale, si 'on
tente de rapprocher les études physio-
logiques des données biochimiques,
les effets chronotrope ou inotrope du
glucagon sont tres souvent indépen-
dants d’une augmentation de ’AMP
cyclique intracellulaire [12-14].

Un fragment du glucagon,
le mini-glucagon,

a une activité biologique
propre

Une constatation expérimentale ini-
tiale, sur le systtme de la pompe a
calcium de la membrane plasmique
de I’hépatocyte, nous a conduits a
envisager la possibilité que certains
effets du glucagon pouvaient ne pas
étre dus au glucagon lui-méme, mais
a un dérivé métabolite. Nous avons
en effet observé une inhibition par le
glucagon de la pompe a calcium de
la membrane plasmique de I’hépa-
tocyte [15]. Ce systéme assure
I’extrusion du calcium hors de la cel-
lule aux dépens de I’hydrolyse
d’ATP. Cependant, il est apparu que
le glucagon natif ne pouvait étre
directement responsable de [’effet
observé. D’une part, en présence
d’inhibiteurs de protéases bloquant la
dégradation du glucagon, et alors
que, dans ces conditions, on se serait
attendu a une potentialisation de
I’effet hormonal, celui-ci était sup-
primé. D’autre part, I’inhibition
n’était obtenue que pour des concen-
trations pharmacologiques, micro-
molaires, de glucagon (figure 1, [15]).
Une autre observation importante
était que ' AMP cyclique ne mimait
pas l’effet du glucagon sur la pompe
a calcium. Une interprétation simple
de I’ensemble de ces résultats était
que l'inhibition de la pompe a cal-
cium par le glucagon dépendait de la
dégradation protéolytique du peptide,
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Figure 1. Effets du glucagon et du mini-glucagon sur Il’activité de I'adénylate cyclase et de la pompe a cal-
cium des membranes plasmiques de foie. A) Le glucagon, & des concentrations submicromolaires, stimule |’acti-
vité adénylate cyclasique des membranes plasmiques de foie. Le mini-glucagon n’a aucun effet sur ce systéeme. B) Le
glucagon, a des concentrations micromolaires, inhibe la pompe a calcium de la membrane plasmique de I’hépatocyte.
Cet effet est reproduit par des concentrations mille fois moindres, nanomolaires, de mini-glucagon (15-16).

et qu’un métabolite était ’agent inhi-
biteur. Nous avons montré que le
fragment (19-29) du glucagon, dont
nous définissons plus bas l’origine,
reproduit I'inhibition de la pompe a
calcium observée en présence de glu-
cagon. L’effet du mini-glucagon est
observé a des concentrations nano-
molaires, c’est-a-dire mille fois moin-
dres que celles de glucagon requises
pour le méme effet (figure 1, [16]).
Contrairement au glucagon, le mini-
glucagon n’active pas I’adénylate
cyclase ni n’augmente le taux intra-
cellulaire ' AMP cyclique. Ces résul-
tats constituent la premiére mise en
évidence d’un effet biologique propre
du mini-glucagon, différent de celui
du glucagon.

Les effets
du mini-glucagon
dans le foie

De fagon générale, il est admis que
le role de la pompe a calcium de la
membrane plasmique est de compen-
ser 'entrée permanente de calcium
dans la cellule, qui se fait dans le
sens du gradient calcique et sans
dépense énergétique. Dans I’hypo-
m/s n° 9, vol. 7, novembre 91

thése du réle de la pompe a calcium
comme effecteur membranaire de
I’action hormonale, I’inhibition du
systeme devrait entrainer une aug-
mentation de la concentration du cal-
cium intracellulaire et déterminer un
« signal calcium », alors que son acti-
vation devrait conduire a une dimi-
nution de cette concentration et pro-
voquer 1’arrét du « signal calcium ».
Un seul exemple dans la littérature
illustre ce type de régulation, celui de
la contraction du myometre sous
I’influence de I’ocytocine qui est
effectivement corrélée a I’inhibition
de la pompe a calcium membra-
naire [17].

Nous avons montré que l'effet du
mini-glucagon sur lactivité de la
pompe a calcium de la membrane
plasmique de I’hépatocyte est controlé
par des protéines de liaison des
nucléotides guanyliques (protéi-
nes G) [18]. En présence de concen-
trations faibles de nucléotides
(GTPyS < 10 uM), nous observons
un effet inhibiteur du mini-glucagon.
Inversement, aux plus fortes concen-
trations de nucléotides (GTPyS 2
100 uM), nous observons une acti-
vation du systtme par le mini-

glucagon. Pour des concentrations
intermédiaires de nucléotides (GTPyS
~ 10 pM), une régulation biphasi-
que de la pompe a calcium est obser-
vée, les faibles concentrations de
mini-glucagon (< 1 nM) inhibant le
systeme, les concentrations plus éle-
vées (> 1 nM) D’activant.

Dans I’hépatocyte, les deux voies cal-
cium et AMP cyclique conduisent a
I’activation de la glycogéne phos-
phorylase a. Il apparait que le mini-
glucagon exerce une régulation
biphasique sur I’activité de la glyco-
géne phosphorylase a, 1’activant
d’environ deux fois a faible concen-
tration (< 1 nM) et ’inhibant a plus
forte concentration (> 1 nM), les
plus fortes concentrations inversant
donc I’effet activateur observé
aux plus faibles concentrations
(S. Lotersztajn et al., résultats non
publiés). Ce résultat est important
puisqu’il établit une corrélation entre
I’activité de la pompe a calcium et
un événement métabolique : a faible
concentration de mini-glucagon,
I’inhibition de la pompe a calcium,
entrafnant une augmentation du cal-
cium intracellulaire, est corrélée a
I’activation de la glycogéne phos-
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phorylase a, alors qu’a plus forte
concentration de mini-glucagon,
I’activation de la pompe a calcium
est associée a un retour a I’état basal
de la glycogéne phosphorylase a.
Ces résultats rapprochent la pompe
a calcium des systemes effecteurs
membranaires reconnus de l’action
hormonale, I’adénylate cyclase et la
phospholipase C. Ce sont des argu-
ments de poids en faveur du réle de
la pompe a calcium membranaire
comme systeme effecteur de I’action
du mini-glucagon.

La participation réelle du mini-
glucagon aux effets hépatiques glo-
baux du glucagon reste a définir.
L’activation de la glycogéne phos-
phorylase a par des concentrations
subnanomolaires du peptide irait
dans le sens d’une potentialisation de
I’effet du glucagon. En revanche,
I’inhibition de la glycogéne phos-
phorylase a, que nous observons aux
plus fortes concentrations de mini-
glucagon, pourrait constituer un
signal d’arrét de I’action du gluca-
gon, la dégradation protéolytique de
I’hormone contribuant ainsi double-
ment a l’arrét de son action
physiologique.

Les effets cardiaques
du mini-glucagon

Le glucagon possede des effets chro-
notrope et inotrope positifs sur le
cceur. Ils ont été mis en évidence dés
1960 par Farah et Tuttle [19] sur
une préparation cceur-poumon isolée
de chien, et confirmés ultérieurement
dans divers modeles expérimentaux
et chez ’homme [20]. Au vu de ces
propriétés, le glucagon a été utilisé
dans plusieurs situations cliniques
comportant une défaillance myocar-
dique comme D’insuffisance cardiaque
aigué et le choc cardiogénique. Plus
spécifiquement, le glucagon est une
thérapeutique de premiére intention

dans les intoxications aux béta-
bloquants. Le glucagon posséde éga-
lement des propriétés anti-

arythmisantes qui I'ont fait utiliser
dans des dysrythmies induites par des
médicaments aussi divers que les
digitaliques, les quinidiniques ou la
procainamide. Enfin, plus récem-
ment, l’intérét thérapeutique de
I’administration de glucagon a été
prouvé lors d’intoxications par des

inhibiteurs calciques (verapamil,
diltiazem...) [21-22].

Malgré son utilisation clinique, le
mécanisme des actions inotrope et
chronotrope du glucagon reste obscur
et nous avons exploré le role possi-
ble du mini-glucagon.

En premiere approche, nous avons
choisi comme modéle expérimental
celui des myocytes embryonnaires de
poulet. Ces cellules peuvent étre faci-
lement maintenues en survie et pré-
sentent les avantages de se contrac-
ter spontanément, de posséder des
sites récepteurs pour le glucagon et
de ne pas étre innervées, ce qui per-
met de considérer les effets obtenus
comme étant des effets post-
jonctionnels directs. Nous avons
observé que le glucagon seul n’a pas
d’effet sur I’amplitude de contraction
des cellules stimulées électriquement
(figure 2, [23]). Les expériences ont
été réalisées dans des conditions ou
le milieu d’incubation des cellules est
renouvelé en permanence, ce qui
limite la dégradation du glucagon et
I’accumulation éventuelle de métabo-
lites. Dans ces mémes conditions, le
mini-glucagon seul a un effet com-
plexe, multiphasique (figure 2, [23]).
Aux temps courts (< 8 min), le pep-
tide a un effet négatif sur I’amplitude
de contraction des cellules. Aux
temps plus longs, aprés 8 min, un
effet positif est manifeste aux faibles
concentrations de mini-glucagon
(1-100 pM), mais il évolue vers un
effet négatif, non réversible aux plus
fortes concentrations (1 nM). Le
résultat le plus remarquable est un
effet inotrope positif sur la contrac-
tion cellulaire, provoqué par le
mélange des deux peptides, glucagon
et mini-glucagon (figure 2, [23]). Leur
addition simultanée conduit en effet,
aprés 2 min, a une stimulation de
40 % de I’amplitude de contraction
des cellules qui reproduit I’effet ino-
trope positif observé in vivo aprés
injection i.v. de glucagon. Le méme
effet inotrope positif peut étre obtenu
par la combinaison de mini-glucagon
avec de 'AMP cyclique [23].

Dans une étude parallele, utilisant le
ceeur isolé de lapin, nous avons con-
firmé 1’absence d’effet sur la contrac-
tion cardiaque du glucagon adminis-
tré seul, dans des conditions ou sa
dégradation est minimisée. Dans ce
systeéme aussi, 1’addition combinée de



glucagon et de mini-glucagon déter-

mine un effet inotrope positif
(E. Garbarz e al., résultats non
publiés).

Notre conclusion est que le mini-
glucagon participe a I’effet inotrope
positif observé in vivo aprés adminis-
tration de glucagon et attribué
jusque-la au seul glucagon. Au vu de
nos résultats, cet effet s’expliquerait
par la conversion rapide en mini-
glucagon d’une fraction, méme
minime, de glucagon et par ’action
combinée des deux peptides. Notre
hypotheése est que I’activation simul-
tanée des deux voies, AMP cyclique
et calcium, est nécessaire pour
I'obtention d’un effet inotrope posi-
tif maximal. Le mécanisme de 1’acti-
vation de la « voie calcium » par le
mini-glucagon reste a définir.

I Origine du mini-glucagon

Le géne du proglucagon est exprimé
dans quatre tissus, le pancréas,
I’estomac, ’intestin et le cerveau, et
code pour une protéine précurseur*.
Il existe deux voies de diversification
post-traductionnelle de ce précurseur
qui impliquent le clivage, et I'élimi-
nation, de doublets d’acides aminés
dibasiques, Arg-Arg ou Lys-Arg.
Dans D'intestin et I’hypothalamus, le
clivage du précurseur conduit a la
libération de glicentine et d’oxynto-
moduline ; en revanche, dans le pan-
créas et la muqueuse gastrique, il y
a principalement production de
glucagon* [24-25].

Ces schémas classiques de la matu-
ration du proglucagon ignorent 1’exis-
tence du doublet dibasique

* Voir article de D. Bataille, p. 900 de ce numéro,
notamment les figures 1, 2 et 6.

Figure 2. Effets du glucagon et du
mini-glucagon sur la contraction
des myocytes embryonnaires de
poulet. A) Le glucagon seul, dans des
conditions ou sa dégradation est mini-
misée, n’a aucun effet sur I’'amplitude
de contraction de myocytes. B) Le
mini-glucagon seul exerce un effet
complexe, multiphasique (voir texte).
C) Les deux peptides combinés pro-
voquent une augmentation importante
de la contraction des myocytes. Cette
action reproduit I'effet inotrope posi-
tif observé in vivo aprés administra-
tion par voie i.v. de glucagon [23].
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(Arg'-Arg'®) présent dans la molé-
cule de glucagon, et dont le clivage
pourrait conduire a la production et
a la sécrétion dans le sérum des frag-
ments (1-16) et (19-29) du glucagon.
Le dosage radio-immunologique du
mini-glucagon a I’aide d’un anticorps
spécifique dirigé contre la séquence
NH, terminale, associé a une puri-
fication et une identification du pep-
tide par chromatographie HPLC, a
permis de quantifier le mini-glucagon
dans les extraits tissulaires et le
sérum (figure 3, [24]). Du mini-
glucagon, bien qu’en faibles quanti-
tés, est détecté dans le pancréas et la
muqueuse gastrique, qui sont les
deux tissus produisant majoritaire-
ment le glucagon. Mais aucune trace
de mini-glucagon n’a pu étre détec-

tée dans le sérum, ce qui laisserait
supposer que ce peptide n’est pas
circulant.

Nous avons alors supposé que le
mini-glucagon pouvait aussi étre
libéré localement lors de I’interaction
du glucagon avec ses tissus cibles. Le
méme protocole que ci-dessus, com-
binant la chromatographie sur HPLC
et le dosage radio-immunologique, a
donc été repris pour mesurer le taux
de conversion du glucagon en mini-
glucagon par les deux types de cellu-
les cibles du glucagon auxquelles nous
nous sommes intéressés, les hépatocy-
tes de rat et les myocytes embryon-
naires de poulet. L’incubation de glu-
cagon avec des hépatocytes, ou des
membranes plasmiques purifiées de
foie, conduit a la conversion de 1 %
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Figure 3. Conversion de glucagon en mini-glucagon par des membranes
plasmiques de foie. Le mini-glucagon produit est caractérisé par son temps
de rétention (34 min) en chromatographie liquide & haute pression (HPLC) et
quantifié par dosage radio-immunologique utilisant un immunsérum dirigé contre
mesmmm /'épitope N-terminal [26].

du glucagon initial en mini-glucagon
apres 5 min a 37° C [26]. Le proces-
sus est bloqué en présence d’inhibi-
teurs des résidus thiols protéiques et
implique donc probablement la par-
ticipation d’une thiol-endopeptidase.
Le taux de conversion du glucagon
en mini-glucagon par les myocytes est
plus important encore que celui
obtenu avec les hépatocytes, puisqu’il
atteint 6 % du glucagon initial apres
8 min a 37° C [23]. De plus, le taux
de mini-glucagon libéré par les myo-
cytes reste élevé pendant au moins
15 min, alors qu’en présence des
hépatocytes le taux de mini-glucagon
libéré diminue trés rapidement apres
2 min. Cela laisserait supposer qu’il
peut se produire au niveau des
myocytes une accurmulation particu-
lierement importante et durable de
mini-glucagon [26].

La conversion du glucagon en mini-
glucagon est indépendante de la liai-
son de I’hormone a son récepteur :
nous avons montré que l’analogue
(D-GIn?)-glucagon, qui se lie avec
une faible affinité au récepteur du
glucagon, est converti de la méme
facgon que le glucagon en mini-
glucagon.

I Conclusions

La découverte du mini-glucagon
oblige a redéfinir le mode d’action
cellulaire du glucagon et a prendre
en considération son role de prohor-
mone et la production locale de mini-
glucagon dans les tissus cibles.

Plusieurs questions immédiates sont
posées. Existe-t-il des récepteurs pro-
pres pour le mini-glucagon, distincts
de ceux du glucagon ? L’observation
que le mini-glucagon n’inhibe pas
’activation de I’adénylate cyclase par
le glucagon (résultats non publiés)
pourrait suggérer l’existence de
récepteurs distincts pour le glucagon
et le mini-glucagon. Le calcium est-
il le messager du mini-glucagon, et
quelle est la participation de la
pompe a calcium ? Enfin, certaines
maladies seraient-elles liées a 1’accu-
mulation locale de mini-glucagon ou
a un déficit de sa production ? Ces
données pourraient-elles ouvrir de
nouvelles voies thérapeutiques consis-
tant a stimuler, ou a inhiber, la con-
version du glucagon en mini-
glucagon ? M
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Summary

Glucagon and mini-glucagon

Glucagon is a 29 amino-acid pep-
tide produced by the pancreatic
alpha cells and gastric fundus.
Adenylyl cyclase has been long
considered as the unique pathway
of glucagon action, and cyclic
AMP as its unique intracellular
messenger. This assertion was
mostly based on the classical
effects of glucagon in liver. Howe-
ver, there is compelling evidence
in the literature that glucagon acts
independently of cyclic AMP.
The glucagon molecule contains a
dibasic doublet (Arg!'’-Arg'?).
Tryptic cleavage of this doublet
yields glucagon (19-29), referred
to as mini-glucagon. Mini-
glucagon does not activate
adenylyl cyclase but inhibits
Ca?* pump activity in liver
plasma membranes with an effi-
ciency a thousand fold higher than
that of glucagon. This action of
mini-glucagon is controlled by G
proteins : in the presence of gua-
nine nucleotides, biphasic inhibi-
tion of the Ca?* pump by mini-
glucagon is observed, which is
correlated with a biphasic activa-
tion of phosphorylase in isolated
hepatocyte. Mini-glucagon also
participates in the positive inotro-
pic effect of glucagon in heart.
Mini-glucagon is liberated upon
interaction of glucagon with its
target tissues, independently of the
interaction of the hormone with its
receptors. The finding that mini-
glucagon has its own biological
activity, possibly via specific recep-
tors, gives glucagon a new role as
a prohormone and questions the
cellular effects of glucagon.

TIRES A PART cn—

F. Pecker.
m/s n® 9, vol. 7, novembre 91

917



