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SOMMAIRE 

Le foie occupe une position centrale dans la régulation du métabolisme énergétique de 

l'organisme. En période absorptive. il contribue a retirer de la circulation une certaine 

quantité de glucose qui s'avère alors en excès. En période post-absorptive, le foie 

libère dans la circulation du _glucose de faqon à répondre principalement aux besoins 

énergétiques du système nerveus et des globules rouges. De nombreuses évidences 

démontrent que les hépatocytes qui assurent cette fonction 'glucostatique' du foie 

affichent une spécialisation reaionale ou zonation quant à leur implication dans la 

régulation du métabolisme cnergetique. Ainsi. toutes les fonctions hépatiques 

semblent s'effectuer de façon prépondérante dans l'une ou l'autre des extrémités 

(penportale ou périveineuse) de l'acinus hepatique. Qui plus est. cette zonation est 

dynamique et s'adapte aux situations particulières dans lesquelles peut ètre plonge 

l'organisme. Comme il est bien connu que l'activité physique prolongée peut 

provoquer certains bouleversements dans le métabolisme énergétique de l'organisme. 

notamment en stimulant de façon importante la neoglucogenèse hépatique, et que rien 

n'a encore été considéré sous I*ansle de la zonation du métabolisme hépatique, la 

problématique de la présente thèse est de circc>nscrire les effets de l'activité physique 

sur la zonation du métabolisme glucidique tir;lïtique. 

La première étude avait pour but d'évaluer I'eKet de l'exercice sur la capacité de 

production de glucose de cellules periponales et périveineuses de rats à jeun (18 h) 

ayant préalablement réalisé ou non une période d'exercice sur tapis roulant (60 min, 26 
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mhin, 0% pente). Les hépatocytes periponaux et pénveinewr, obtenus par 

destruction sélective a la digitonine puis par perfusion à la collagénase. ont été incubés 

(45 min, 37°C saturé avec 9S00 0: . 5% CO2) avec des concentrations saturantes des 

substrats néoglucogéniques suivants : alanine, 20 mM ou lactate + pynivate, 20 : 2 

m M  afin de déterminer le flux de production de glucose, Jgiw-. Les résultats 

démontrent qu'au repos. la production de glucose a partir de substrats exogènes est 

significativement plus élevée chez les cellules périportales. Suite ii l'exercice, le J,,, 

a partir d'alanine est significativement plus élevé chez les deux types de cellules tandis 

qu'a partir du mélange lactate - pynivate il ne I'est plus que chez les cellules 

périveineuses. L'augmentation de suite a l'exercice apparaît donc plus 

importante chez les cellules piriveinruses ce qui améne la disparition de la différence 

significative de la capacite de production de glucose des cellules périponaies et 

périveineuses observée au repos 

Puisqu'il subsiste encore dans la litterature une  certaine iquivoque quant à la zonation 

de l'activité glycolytique. le deuxième projet avait pour but de clarifier cette situation 

et documenter davantage les rKets de l'exercice sur la zonation de la néoglucogenese 

à partir d'un autre substrat iintegrant beaucoup plus en aval dans la voie 

néoglucogénique soit le dihydroxyacétone (DHA) Les cellules ont été obtenues de la 

même manière et dans les même conditions de repos et d'exercice. Les hépatocytes 

ont été incubés avec des concentrations saturantes de 10 mM de DHA ou de glucose 

40 rnM. Les résultats montrent que la production de giucose à partir de DHA des 

ceifules périportales et périveineuses est équivalente que ce soit au repos ou en post- 

exercice. La capacité glycolytique. rep réseiitée par le taux d'accumulation de lactate + 
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pyruvate (JL+), a partir de DHA ou de glucose. s'est également avérée équivalente 

entre les cellules pénponales et périveineuses. II semble donc que la capacité 

glycolitique des cellules periponales et pir i \  eineuses soit similaire au repos et en post- 

exercice. 

Puisqu'il a été démontré que la neogliicoyriirse a partir de l'alanine était contrôlée aux 

niveaux des étapes du transpon de l'alanine a I'interirur de I'hépatocytes et de sa 

transamination en pyruvate. le rroisiemc projet a ete entrepris dans le but de 

déterminer à partir de quelle( s) etüpt.(~) de la voir nioglucogénique de l'alanine se 

manifestaient les différences de J.i,,,,, olisewees entre les cellules périportales et 

périveineuses au repos ainsi que les etfrts de l'exercice Les résultats de cette étude 

indiquent qu'au repos. la prodiiction Je glucose des cellules pénponales est 

significativement supérieure poil r tout r Iü gamme des siincentrations d'alanine dans le 

milieu d'incubation (0.6. 1.2. 3.1. 4. S et 9 o mM) Cette différence s'explique par les 

differentes capacités de transport de l'alanine ainsi que par des activités différentes de 

transamination. En post-exercice. cette production de glucose significativement pius 

élevée pour les cellules periponales n'est toutefois plus significative à 9.6 rnM 

d'alanine. En dépit du tait que 1- act ivite masiniale des enzymes néoglucogéniques 

ainsi que la capacité de la navette malate-aspanatr soient supérieures chez les cellules 

périponales. ces éléments n'expliquent en rien ni la plus gande capacité de production 

de glucose à partir d'alanine des cellules piriportales comparativement aux cellules 

périveineuses ni les effets de I'esercice. L'ensemble de ces données souligne l'utilité 

de considérer le concept de la zoiiation du métabolisme glucidique hépatique afin de 
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mettre en lumière les mécanismes d'adaptation du foie en réponse à l'activité physique 

prolongée. 
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INTRODUCTION 

Plusieurs des fonctions du foir. notamment celles qui ont trait au métabolisme 

énergétique. ont été étudiees soit au nivttüii de la réponse intégrée de l'organe in vivo 

ou au niveau des mécanismes intracellulaires. plusieurs expérimentations utilisant un 

homogénat de foie a partir duquel les chercheurs ont défini plusieurs caracténstiques 

biochimiques se rapportant aux htipatocytcs. Toutefois, il est de mise de considérer 

que la cellule hépatique fonctionne au sein d'un environnement défini que lui confére 

I'acinus hépatique et que ce sont Irs caracténstiques particulières de cet 

environnement qui contribuent a crier une certaine hétérogénéité fonctionnelle des 

hépatocytes. La distribution di1 debit miguin est telle que le retrait et la mise en 

circulation progressifs de certains solutés au fur et a mesure que le sang circule dans 

les sinusoïdes, genèrent des gradients da concentrations qui ne sont pas sans influencer 

le métabolisme des cellules. La contribution des hépatocytes au transport et au 

métabolisme de multiples composés est donc différente selon la position specifique au 

sein de l'acinus hépatique de chacune des cellules considérées. De plus. l'existence de 

certaines différences cellulaires intrinskques. notamment en ce qui a trait à certains 

organites comme les mitochondries. exerce également une influence sur le degré de 

contribution des hépatoc'xs dans la renlisation des fonctions hépatiques. Dans ce 

contexte, chacune des réponses du foir I I I  i n w  en réaction aux perturbations du milieu 

interne que peut subir l'organisnie. peut Are considérée. a juste titre, comme étant 

l'intégration ou la résultante de tous Irs tivénements intracellulaires se déroulant à 

diérents degrés dans les hepatocytes de chaque zone déterminée par la 

microvascularisation du foie. Le danser de négliger le fait que les hépatocytes 
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fonctionnent normalement dans Lin cadre structural situé dans un environnement aux 

caractéristiques bien définies était déji souligné par J.W. Wilson, en 1958. qui 

soutenait que : ' dans la penser des biochimistes et des physiologistes, la cellule 

hépatique est dangereusement près de devenir 'La Cellule' et ce. avec raison. 

puisqu'eile contient toutes les caraçtiristiques structurales d'une cellule typique et 

qu'elle se prète bien a un iinpivtatit nombre de procédures expérimentales. 

Cependant, les cellules di1 hie peulent r i t .  pas toutes faire la même chose en mème 

temps et une mème cellule peut ne pas tàii-c. les mêmes choses tout le temps.' (58). De 

. . 
plus, le même auteur ecnuit egnlttnicnt que 'Dans notre laboratoire. nous en sommes 

venus à penser que les liepatocytrs. bien que structurellement et potentiellement 

semblables. sont habituellement ditlerents sur la base de différences dans leurs 

positions dans le lobule. nous avons cori~u que les cellules portales. habituellement. 

métabolisent et emmagasinent Irs gl~icidcs alors que les cellules centrales ne le font 

qu'en cas d'urgence tarith que les i ~ l l u l c ~  centrales. habituellement. métabolisent et 

emmagasinent les lipides alors que les cellulrs portales ne le font qu'en cas d'urgence. 

Bien que cela manque encore tir précision significative. nous avons trouvé une 

hypothèse utile pour rétlechir sur les nombreux problèmes intriguants de la physiologie 

et de la pathophysiologie du hie '  t 106). La necessite de considérer cette 

hétérogénéité fonctionnelle du foie pliitôr que simplement l'organe dans son ensemble 

s'avère un constat de plus en plus panage par la communauté scientifique. 

L'implication du foie dans la regulatioii métabolique et hormonale en réponse B 

l'exercice est manifeste. Toutefois. la litr erature semble dépourvue de travaux relatifs 

à I'énide des mécanismes d'adaptations hqatiques à l'activité physique sous l'angle de 
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la zonation métabolique du hie. Ceite voie semble. du moins potentiellement. 

constituer un aspect nori neglistiable de la réalité physiologique de l'exercice et 

pourrait comme elle I'a fait dans le piiase dans le cas du paradoxe du glucose. 

permettre de réconcilier certaines données. apparemment divergentes de la littérature. 



CHAPITRE 1 - REVUE DE LITTÉRATURE 



1. REVUE DE LITTÉRATURE 

1.1 Zonation hépatique : description anatomique 

Le foie représente le plus gand organe viscéral chez les mammifères. Chez l'humain, 

il se situe sous le diaphragme soit presque totalement à l'intérieur de la cage 

thoracique et s'étend dabantagr du c8te droit du plan médian du corps (33) .  Le foie 

est proportionnellement plus massif chez le rat où il compte pour environ 4 % de la 

masse corporelle (34). soit un h i e  de 17 g pour une masse corporelle de 300 g contre 

2 % approximativement pour I'hu~nain. soit un foie de 1.5 kg (124) pour une masse 

corporelle de 70  kg. Le foie se dibise en quatre lobes . le lobe médian ou cystique. le 

lobe latéral droit. le lobe giiuclir et Ie lobe caudi 

Le foie est composé de cellules parenchymateuses (les hépatocytes) et de cellules non- 

parenchymateuses dont l'irnponance relative en termes du nombre de cellules ou du 

volume qu'elles occupent est representee au tableau 1 

Tel que représenté en partie dans la figure 1. 1-unité de l'organisation structurale du 

foie est le lobule hépatique qui a une forme polygonale et mesure environ 0.7 mm X 2 

mm (33). Chez cenains animaux. une mince couche de tissu sépare les lobules tandis 

que chez l'humain, les lobules sont pratiquement tous en contact ce qui complique la 

détermination exacte des environnements lobulaires Toutefois. une juxtaposition de 

différents tissus dans certaines regions permet une démarcation. Ces tissus forment la 

triade portale et sont composés de trois vaisseaux soient : une artériole hépatique, une 



Tableau I Composition stnictiinle du tissu hépauquc et aspccts de la zonation conespondants. 

Adapte de (49) 

Type de cellules YO du nombre Oh du volume Zonation 
de cellules total total 

Hépatocytes 60-05 75 Plus volumineuses en zone III 

Plus larges mais plus grande 
Cellules 15-20 2.5 porosité en région 
Endothéliales periveineuse 

Cellules de 
Kupffer 

Plus nombreuses en zone 
périportale mais activité de 
phagocytose accrue dans la 
zone périveineuse 

Cellules Ito 3 -8 1 4  Légère prédominance dans la 
zone penponale 

Pit cells 1 - - 

veinule hépatique et un canal biliaire Le foie humain comporte ainsi 3 à 6 triades 

portales par lobule (33). Le plus g o s  de ces vaisseaux est la veinule hépatique, ayant 

pour origine la veine ponc hiparique qui achemine environ 80 94 du débit sanguin aux 

hépatocytes, le 20 % restant irant acheminé par I'anere hépatique. Adapté de (33). 

Les hépatocytes sont disiiosrs de hçon radiale au sein du lobule formant ainsi des 

rayons d'une a deux cellules d'rpaisseur. Selon la position qu'ils occupent dans 

l'acinus les hépatocytes peuvent ètre divisés en trois zones : 1. il et [JI. Les 

hépatocytes disposés en ptinpherie de la triade dont le principal vaisseau est la veine 

porte, constituent les cellules de la zone 1 ou cellules périportales tandis que les 

cellules disposés en périphérie de la veine hépatique terminale ou centrale constituent 

les cellules de la zone II1 ou cellules périveineuses. Les cellules situées entre ces deux 
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zones constituent par défaut les cellules de la zone II également appelées 'midzonai 

ceils' . 

Figure 1 Représcntatioii scficii~;itiqtic ~i iiric: p,iriic Jii Itibiilc Iicpatiqirc Adapte de (33). 

Par souci de commodite. i l  est wiisidrre qiir les zones 1 et III contiennent chacune 

environ 20 % des hepatoq~es. les ( 7 0  O restant rrant des cellules appartenant a la zone 

11 (94). Puisque dans un siniiwide cn\irim 20 hepatocytes séparent une veinule 

portale d'une veinuie tiepütiqiic rerniiriiti~ i !SI. i l  est permis de considérer que. 

globalement, on y retrouve 4 hépatocyres de la zonr 1. 12 hepatocytes de la zone il et 

4 hépatocytes de la zonr 1 I I . 



Selon la position qu'ils occupent ou la zone de laquelle ils proviennent, les hépatocytes 

démontrent des différences niarquees quani a leurs caractéristiques morphologiques~ 

biochimiques et fonctionnelles ( i 3 2 ) .  Ciriisidaraiit que certains hépatocytes sont 

mononucléés et d'autres biniiclees. il est de mise d'exprimer les valeun se rapportant 

a u  organites intracellulaires su~is un se~i i denuiiiinateur commun soit par noyau 

cellulaire. Cet exercice apparait ialidct pii~aqii'il wmble que les cellules binucléées 

possèdent effectivement deux fois le volunic des cellules moiionucléées de sorte que le 

volume par noyau rrprrsente de t:,iqori satisfiiisünte Iç volume d'une cellule 

mononuclée moyenne ( 94 i 

Comme le volume cellulaire est d'environ 5400 pn' et que le volume d'un noyau est 

de 280 le volume du cytoplasme par rioyau qui en résulte est donc de 5 100 

comme le montre le tableau 2 

Tableau 2 Composition S I ~ I C I  llralr: d c ~  cclliilcs ~);irrliicli\ tiiatcuscs ci des mitochondries de rats. 

Adapté dc ( 124, 

Paramètre Zwic t zona 11- Zone II! 
Volume pm' 

cytoplasnic 5 l o i )  5 100 5 100 
mitochmdrieh W C  - ! O l O 974 - 1046 658 - 765 

I y s o i n e ~  10 - 15 10 - 15 20 
lipide3 - 1 0  1 O 10 

e l y x y x  98-1 - 1050 - 887 - 1 100 857 - 867 

Mitochondries 
nombre 1060 - ! 160 1300 - 1480 1530 - 1600 

Diamètre moven !ni 1 6 = 0 1 0.471 = 0.024 0.323 * 0.012 
Longueur moyenne rim 3 55 = O 67 3.32 = 0.30 5.04 -t 1.38 

Volume rnoven urn ' O 954 = 0 1 58 0.752 r 0.1 12 0.4 1 1 * 0.092 
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Le volume occupé par les mirochoridries de 13 plupan des hépatocyte est de près de 20 

%. Cependant. ce pourcent;i-e est significativement inférieur dans les cellules de la 

zone UI ou centrilobulaires. ceci eiant particiilitiremttnt le cas pour les deux premières 

rangées de cellules entourant la veine hipatique centrale (94). Les mitochondries des 

cellules de la zone II1 apparaismir donc de raille plus petite, de forme plus allongée et 

beaucoup moins volumineusrs qiie celles de la zone I mais elles sont, en revanche, plus 

nombreuses. 

Le glycogène mesure daris cette ctiide (94) Uccupr un  volume sensiblement équivalent 

à celui des mitochondries et wtit~lc Arc reparti de iiianière quasi-uniforme au sein des 

hépatocytes des trois zones mais i l  est certain que cette caractéristique illustrée ici ne 

l'est que d'une façon ponstiicllc L'auteur sonclur néanmoins que de retrouver de 

telles concentrations de glyogeiic daris toutes les parties du lobule hépatique après 

une nuit où la nourriture était continuellrmeiit disponible, suggère que les niveaux de 

glycogène mesures sont p r ~ i  bablcitien t parini Ics plus élevés que les hépatocytes 

puissent contenir en situation norriiale. Malgré le fait que les données quantitatives ne 

le démontrent pas. il est ii noter qiir le glvcoeenr retrouvé dans les cellules de la zone 

iii est généraiement disprrsr en petits agrégats a trai crs le cytoplasme, le plus souvent 

associé aux membranes du rt.ticiiliim endoplasmiqur lisse. A l'opposé, le glycogène 

des cellules de la zone I se presentt. dauntagt. en larges agrégats qui s'amoncellent sur 

une plus grande surface en m n t  significativement moins associes aux membranes du 

réticulum endoplasrnique lisse (94) 
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il semble exister dans la litterature une certaine discordance quant aux volumes des 

hépatocytes. Ainsi dans l'étude de Loud (94). il ne semble pas exister de diffërences 

quant au diamètre des cellults qiii est respeçriverneiit (en pm) de 20.8 * 0.2 dans la 

zone 1, 20,8 1 0.3 dans la m i r  I I  et 11.0 = 0.3 dans la zone Ill. Si l'on considère le 

diamètre des cellules comtnc indisç de leur wlurne. I I  serait alors permis de conclure 

que tous les hépatocytes mt le iii2mr volunir: peu importe leur origine. Une autre 

source (8) indique cependant qiie les Iiéparocvtes pttriportaux de souris adultes sont 

beaucoup plus petits que le\ Iiepatocytrs p r r i ~  einrii\ (4148 + 347 vs 8033 * 1 182 

Bien qu'il semble que les iiépatocyrs aient rtk obtenus dans des conditions 

assez semblables dans les d w s  etdes sacrifice à ! 1 )  00 AM suivant une nuit ou la 

noumture (lab chow ioi~iincrcial ritait continuellettien t disponible. Toutefois. il est 

impératif de considerer que les hepatocytrs sorii sujets à subir des variations 

imponantes de leur volunie islon lus activites mriabdiques qui se déroulent au sein de 

ceux-ci. II semble etfectiwiirnt que des variations de l'état d'hydratation cellulaire 

(i.e.volurne cellulaire ( 6 2 )  piiissent constituer un important mécanisme de régulation 

du métabolisme et agir n titre ~ l c  second ou troi~ieme messager. reliant ainsi les 

fonctions cellulaires aus chaiiyeiiients Iiornionaus dans l'environnement des cellules. 

De façon générale, un en\ ironriciiirnt hyptrr-osindaire ou la présence de certains 

composés comme le glucagun. serait associe a un retrecissement ou réduction du 

volume cellulaire ce qui entrainerait un signal catabolique dans la cellule tandis qu'un 

environnement hypo-osniolai re oii la pi-esence de seniiins composés comme l'insuline. 

serait associé à un gonîkmenr ou accroissenient du volume cellulaire ce qui 

entraînerait un signal anabolique dans la cellule ( 6 2 )  Il est donc permis de penser 

qu'avec les successions d' üctivites anaboliques et cataboliques. incluant donc la 
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synthèse et la dégradation du gl!ci)prnz. dicter par les périodes de prise alimentaire, 

que le volume des hépatoc!-tes n'est jamais constant et que sa mesure ne donne 

conséquemment que des valcura ~wnctiielles .-\ucunr Ctude dans la littérature, à ce 

jour, ne semble avoir éte dewliir 11 l'étude des caractères spécifiques des changements 

de volume des hépatocyres pcriporiaus et périveiiieux. 

Le sang et tout ce qu'il ciuiticiir circule entrc les rangées d'hépatocytes par les 

sinusoïdes de la triade punnic. iiiqi'a 1;i veirie witralr pour sortir du foie. traversant 

l'acinus tel que représente a la h y  r I 

Les sinusoïdes représeiitrnt un tq1c de capillaires compose simplement d'une rangée 

discontinue de cellules endottielialcs fenestrées dunt la tome sinueuse ralentit le débit 

de la circulation saneuine (-IL), L r diiimetrr d e i  sinusoides semble augmenter de la 

région pénponale a la regiuii periveineuse ( 3 3  passant ainsi de 5.9 um a 7.1 um 

(166). De plus. les cellules cndorliéliaies retrouvées dans la région périveineuse sont 

plus larges que celles de la rcgioii pkrip-talc Il est esalement possible d'observer un 

certain gradient le long des ~iniisoides quant au diamiitre des fenêtres qui passe de 

1 10.7 0.25 nm dans la zone pei-iponale a l W . 8  = 0.12 nm dans la zone périveineuse. 

Cependant. la densité des fentitrrs iiugniente de a 13 par um' ce qui fait augmenter la 

porosité de 6 à 8 % i 166) Piiisque tous les solutés du sang destinés à être pris par 

le foie doivent nécessairemriit se tàutilar par Ier fen6tras dans la rangée de cellules 

endothéliales. il semble bel et bien que l'ensemble des paramètres structuraux dont les 

valeurs changent selon ir n gradicrit pu no-i eineiix. favorisent donc les échanges de 

substances (retrait ou mise eii circ~ikitioii) au niveau de  In région périveineuse (23). 



Les cellules endothéliales soiii sepiirées des Iiipatocytes par les espaces de Disse dans 

lesquels se trouvent des cellules ~apables de phagocytose, les cellules de Kupffer. 

Malgré le fait qu'on retroiive diivaritage de  ell lu les de Kupffer dans la région 

périportale (22). la phagocytuse est prepondrranté dans la zone périveineuse ( 137). 

L'espace de Disse conticrit egalenicnt iin autre r!pr de cellules. capables d'accumuler 

des lipides (fat storing crlls) ou c~llult..; ho (25 .i O r o  de leur volume est constitué de 

dépôts lipidiques ( 1 I-I)  ) qui m i t  Iegkreiiienr plus iiombreuses dans la région 

périveineuse (49). 

Enfin, une classe de ceIliiles hinusu idalch dot1 t I ' iii ter& est relativement récent est celle 

des 'pit cells' nommées ainsi L.II r a i h m  de leur apparence granulaire. LI semble que ces 

cellules soient de grands l y i p  hocvtes ct yu 'ils .;oient repartis uniformément dans le 

parenchyme hrpatique 124) 

Bien que ces ditfërencrs qiiaiit à la distribution et dus caractéristiques des cellules non- 

parenchymateuses puissent huggrrer diverses interactions fonctionnelles avec les 

hépatocytes. force est de constater que la littérature demeure encore embryonnaire à 

ce sujet jusqu'a present 

1.2 Concept de zonation do mét:ibolisme hépatique 

La première étude publiir ponant sur I'hderugeneite tonctio~elle des hépatocytes est 

celle de Beale en 1836. soulignant la contribution diRérente des hépatocytes a la 

sécrétion de bile (rapporte de (49.57). Ensuite. bon nombre d'études portant sur les 
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diérences morphologiques m i  enzvrnatiques se sont siiccedées jusqu'à ce que. a la fin 

des années 70, Jungerrnann et Sasse ( 1?3,lZ5 ) proposent une véritable implication 

fonctionnelle aux différentes saractérisriques des hepatocytes énumérées jusqu'dors. 

L'idée générale du concept de la zonation metabdique est dérivée de plusieurs études 

sur le métabolisme des glucides suggerant notamment que des voies métaboliques 

opposées, comme la neuglucogenèse ri Ili glycolvse. puissent être actives 

simultanément au sein des hrpatocytes pt.ripiinaii\; et periveineux respectivement (8 1). 

C'est donc dire que les caracteristiques intrinseqiies des cellules ainsi que la répartition 

inégale des différentes enzuties sonferent a iertaiiis goupes d'hepatocytes une 

capacité accrue de réaliser I'iine ou l'autre des inultiplrs fonctions hépatiques. Les 

termes employés pour traduire cette realite ,ont aussi divers que nombreux : 

hétérogénéité des hépatoc~ tes. ronüt ion iiict iibolique. compartimentation intra- 

lobulaire. specialisation timctiti nnelle. distribution intra-acinaire (intraacinar 

distribution). subpopulation h e p  c i  t liqlatocyt r subpopulation). localisation 

fonctionnelle. regionalite. v;iriatioii a IÏntrrieur du lobule hépatique de fonction de 

l'hépatocyte. LI: fait que c e w  zoiiatiori nirtiibolique soit dynamique et s'adapte selon 

plusieurs situations physioiugiqucs. pathologiques et expérimentales (tableau 3) 

constitue un important mécanisme par lequel le Foie repond aux différents besoins 

énergétiques de 1' organisme r 49). 



Tableau 3 Situations physiologiqtics. pailiophj sioIogiquc's CI cspclriinentales provoquant une 

modification de !;i ~oti;ition dcs cripaciiis iiici:iboliqiicis du foie. 

Situations Références 
Physiologiques 

développement ( 1  9 . 7 U S . S I .  122.125.149.153.163) 
jeùnc ( 4 7 . 7 2 S .  l38.141.161.171) 

P~thophysiologiques 
diabète sucré (induit) 

streptozotocinv (3 O.68.W.162) 
alloxant. (72.c19.1 O( i 1 

cirrhose hépatique ( induit ) 

Expérimentales 
Diète protéique ou lipidique ( 1 64 ) 

Diabète induit par streptozur ocinc 
et administration d 'oest 1-~igen~ ( 1 62 ) 

Administration d'ho [-riioneh 
sexuelles : estradiol et testosteronc ( 160 

Hépatectornie paniell~ (6.2i.3i.72.1; 1 ) 
Anastomose portci-cavalc ( 1 68 3 

Adapration . i u  froid ( 129. 1-7 1 ) 

1.2.1 Gradient sittusuïdd 

En traversant l'acinus. le sang se Jépaitit proipssivemrnt de tous les composés qui 

peuvent être captés par les IiCpatocytes et s'enrichit de tous ceux qui peuvent être 

produits par les hépatocyt es En f i  i t. les conçeiit rat ioiis sont directement déterminées 

par le métabolisme mèrne des hépatocyrs au moiiient prkcis ou chacun des composés 

traverse l'acinus (71)  Ceci aiiiène ci~nseqiirmmetii des changements dans la 

concentration des rnétabolitcs dan3 toutes les sections de l'acinus et crée, par le fait 

même, des gradients de concentration dont les valeurs peuvent se trouver modifiées a 

n'importe quel endroit de I'aiinus. 
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Pour un bon nombre d'éiéiiients, les variations de concentrations sont directement 

proportionnelles à la distarice fi;inchir entre la première cellule périportale et la 

dernière cellule périveineuse II existe cependant d'autres gradients qu'on peut 

retrouver au sein des h é p a t c q t e s  J'un aciriiis qui n'uiit pas trait à la composition du 

sang, entre-autre la densite dc I'inncrvatiori qu i  t h  I'objrt d'une partie de cette thèse. 

U est de mise de considérer qiie toutes ces di f fcr rnces  retrouvées au sein de l'acinus 

hépatique constituent autant de ditt'rrences dans 1 'environnement dans lequel evoluent 

les hépatocytes qui sont susirptiblcs de ciintribiirr ii I 'heteroginéité fonctionnelle des 

hépatocytes (49). Certaines donneus de la lirttiriii~irtt tirees d'itudzs où l'on a procédé 

à la transplantation d' htipüt ocyteb (hepütocytes prri portaux transplantés dans un 

environnement p é r i  rineux et :ke-versa 1 Llerti~wtrent bel et bien que le 

microenvironnernent dans Irquel i e  situent Irs hrpatocytrs constitue le facteur 

prépondérant quant a I'r~pressiori geiiicliir ri les fiinctions qui leur sont propres 

(37.60). 

Les figures 2 et 3 représentent la mnatioii de c r i  sipriaux susceptibles d'influencer le 

métabolisme des hépatocyteb et par le fait niimc. d'expliquer la nature de l'induction 

de la zonation métabolique dcs hepiitoc!.tea 

1.2.1.1 Gradient des substrats 

Pour la plupart des substrats asst'cies au niataholisnie des glucides, le gradient de 

concentration portal hepato-~eineu \: ( representat i f de 1 'environnement du début de la 

zone périportale et de la fin de la zone periveiiieuse) est présent mais relativement 



fiiible. Ainsi, on a mesuré un rapport ponallveinttus de 0.8 et 1.3 pour le glucose et de 

0.8 et 1.6 pour le lactate dans les phases absorptives et de jeûne respectivement et un 

rapport de 1.5 pour l'alanine (49). Cenrains substrats montrent néanmoins un rapport 

beaucoup plus appréciable comme t'est le cas pour Ir glycérol : 2.2, les acides gras : 

1.5 a 2.1, les corps cétoniques : O. < et d'autres ~iibstrats comme I'acétate : 1.9 et 1.3. 

le proprionate : 24 et 9. le butyratc : 15 et 4 diiris les phases absorptives et de jeûne 

respectivement (49). Puisque ces substrats et ~>rocluits sont pris et relâchés par les 

cellules Ma des systenies de transpiin. il deme~ii-tt rncure inconnu jusqu'a quel point 

ces gradients de concent rat ions sa nguiiies sr t imsmet tent à l'intérieur des cellules. 

Certaines études. dans lesquelles ICS  mesiires m i r  i t r  rttfectuies dans le milieu intra- 

cellulaire. ont néanmoins permis de dimontrer que le rapport glucose/glucose 6- 

phosphate était deux fois supericiirs dans les cellules penveineuses que dans les 

cellules pénponales ( 1-12- Id-! i e t  egard. Ir ; r a d  monastique de Teutsch ( 143) 

est illustré à la fisure 4 ou soiit represeiiters les consciitrations de glucose (périportal 

< pénveineux) et de glucosc 6-pliosphrite (pu-iponiil >periveineux) ainsi que les 

rapports glucose/gIucose 6-phosphate dans le lobule hepatique. 
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Figure 3 Répartition rcl;itit e des cli.rtienis dktentiiti;iti I IL tiiicrocii\.iroiiriérnent dam lequel évoluent 

les Iiépatoq~es Lq valciir I r i  phs de\tc cst ;irhtr;iirenicrit tisie à LOO % dans la zone ou 

elle est plus aboiidaiitc. .Ad:ipte de (74). 



Figure 4 Reprcscntations iiiultiplcs dcs niveau de i I lii. - 1  1-FI :r u !  I r:ippon Glu:G-6-P dans le lobule 

hépritrque. Adapti de ( 1-41). 
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Utilisant la technique du 'dual digitonin pulse'. Iwmzttaiit de mesurer des métabolites 

dans le pertùsat après avoir détruit sucsessxnicni les cellules périportales et 

périveineuses du mème foie, Quistorff rappor:~ uiie ioncentration de glycérol-3- 

phosphate deux fois plus importante dans les Iicpatocytrs de la zone périveineuse 

(1 17). Cette mesure s'avere cependant discor.lmtt. a w c  Iëiude de Ghosh ou les 

mesures des concentrations de plycérol-3-~~iiuspl1att' et de dihydroxyacétone 

phosphate ne sont pas significativement diflkrei: i i , I I  est a noter que même si 

les mesures semblent avoir tite effectuées aiiprc d-,iniiii;iiis dans la mème condition 

métabolique (nourris) les rats étaient des mil-.. dans I'titiidc de QuistorfT et des 

femelles dans I'etude de Ghosh. ce qui peut poi ::iticllrnicnt expliquer les conclusions 

différentes des deus Studes. 

U a été abondamment démontré que k fri.~tiisc-2.i\-biph~)sphate joue un rôle 

imponant dans la regulation de la néogiuciynw et cic la @vcolvse ( 1 12.152). Le 

hctose-2.6-biphosphate s'avère un impon.i~it ~:iitiiilateii: de la phosphofnictokinase 

ainsi qu'un inhibiteur de la fmctose-7.6-biptiosl.iiawse La quantité de hctose-2.6- 

biphosphate dans I;i cellule permet donc J 'a i~i i i l l r r  ri; quelque sorte le flux des 

composés du métabolisme glucidique vers la syiilirse oii la degradation du glucose. 

Puisque le concept de zonation metaboliquc ind:qiic: que la svnthèse du glucose et du 

glycogène a partir de cumposés à trois carboiics uie indirecte) est davantage réalisée 

par les cellules piriportales tandis que la sythcsr de gl~~cogeiie à partir du glucose 

(voie directe) est davantage réaliser par lea sell;:lcs pr rk  cineuse. cenains auteurs ont 

proposé qu'une ditkence de la concentration Ic fmct~ise-2.6-biphosphate entre les 

types de cellules pouvait expliquer ce p héncniènc. I SS. 1 1 3 i 11 semble toutefois que les 
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concentrations de fmctose-2.6-biphosphate clans les zones péripondes et 

périveineuses soient iquivalentes ( 154). Cepencimr. somme tant d'autres métabolites, 

les concentrations de fnictose-1.6-biphosphitte 5 ) l i t  suscrp t ibles d'être modifiées dans 

certaines conditions phvsiologiques particuli6re~ a 1'ext.rsice notamment (43), et le 

fait que les niveaux de ce metabolite aient ete rapportes equivaients dans les zones 

périportales et périveineuses ne traduit probalilement qu 'un segment de la réalité 

physiologique concernant le métabolisme du hi~io.;r-2.6-hiph0~phaie. 

1.2.1.2 Gradient \ici  r-riional 

Durant le passage du sang i travers le  foi^. la iiiiicrnti,ttion de plusieurs hormones 

régissant le metabolisme glucidique. insu i ine et slucagon notamment. diminuent 

puisque le foie coiistitiie le site ou s'operc leir degraduri~m ( 10.6 1) .  D'ailleurs. il 

semble que I'extrastion hépatique des horinoncs pancreariques regule à la fois le 

métabolisme du gliicose hépatique et les coiicrnt n t  ions pcriphénques de ces hormones 

(69). 

1.2.1 .S. 1 Insuline 

Le taux d'extractiim de linsuline par Ic Foic est dyiamique et bien qu'il soit 

généralement accepte qu'environ 50 % de .insi. l:ne arrivant au foie soit extrait de la 

circulation en un seul passaye ( 10,53,69). ce p. wrcrntage peut varier grandement et 

l'on a même rapporté des niveaux d'extraction .i'insuline de 45 % et dans un état de 

jeûne et de presque O % dans un état bien iwurri (r~ipporté de (10)). Balks et 

Jungermann (10) ont ésalement noté des cli;ingcnirnts siinilaires, suite à l'observation 
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d'un cycle normal d'alimentation de 14 h ( i i i cè~  ii la noumture 12 h sur 24 h). Ainsi, 

le taux d'extraction de l'insuline est passé dr 5 1  " 0 a la fin de la période de privation 

de nourriture a 25 O a durant la phase de p r k  alimentaire (10). Considérant ces 

chiffres, il est perniis de conclure que le grcidient de concentration de l'insuline qui se 

forme entre la prririiere cellule periponalc et I i i  drrnitxe cellule périveineuse est 

d'environ de 1 cil periode de jeùne et en! iron I C  1 . 1  en periode de prise alimentaire. 

Bien qu'on puisse chiffrer ces valeurs de rriidirnts. cela ne nous donne pas 

d'uiformation concernant 1-endroit précis d ~ i s  I t  lobule ou i l  prend place. encore faut- 

il considérer les capacités d'extraction respcçtives des cellules péripondes et 

périveineuses. Li1 litrirature n'otfre pa' rnc.m de rcponses a cet égard. mais 

récemment. Krones. Kietzniann a Jungciiiiaiiri prupobairnt que le récepteur de 

l'insuline. bien qiic dt.tectable chez tous IL'S y ) e s  d'hepatocytes. l'était de façon 

prédominante ctiez les tirpatucytes periveiriciis i CI ('eci La tout a fait de pair avec le 

principe de la zonatioti métabolique suggcmt que la zone périveineuse soit le lieu 

privilégié ou se priduisent les activités rnitiiiwli+c permettant de disposer du glucose 

soit en le dégradant par la glycolyse ou en le itochant par la gîycogénèse par voie 

. - 
directe (74.75) 11 est a noter. toutefois. que -\RNm codant pour le récepteur de 

l'insuline est. lui. reparti uniformiment ic q i i  w-?ère donc une régulation post- 

transcnptionnelle cle la zonation du recepteiir de !'insuline i S7). 

1.2.1.2.2 Glucagon 

Le taux d'extraction du glucagon par le foic est esalement dynamique. Dans la même 

étude illustrant les variations de 17extrac&i;: de l'insuline au cours d'un cycle normal 

d'alimentation de 24 h (accès a la noumture 12 fi sur 14 h) chez Le rat (IO), les auteurs 
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rapportent que le taus d'extraction du gl~i;tgoi pisse de 20 % au tout début de la 

période de privation de nourriture a 38 O II ti plus tard. Si l'on refait le même 

exercice que pmr IÏtisuline. le gradient dc ço-iieiitration du glucagon qui se forme 

entre la premiire ceiliile périportale et la dernière cellule periveineuse est d'environ de 

1'6 en période de jeiine et environ de 1.3 cn pr iodt .  de prise alimentaire. Selon le 

concept de la zonation métabolique. la roric pérpirtale est davantage responsable des 

voies métaboliques niellant a la productioii de glucose suirnt la glycogénolyse et la 

néoglucogenese (74 .75)  La predominancc i \ i < h  du recepteur du glucagon dans 

la zone périportale i Sb) va ryalelnent de piiii- a\ :i le concept de zonation métabolique 

puisque les drus actii ites rnrtaboliques driritrs ;wcrdemiiirnt sont orchestrées, entre 

autres. par le glucagun. Qui plus est. de r txrr.rcs widençrs portent à croire que la 

régulation de Igrsprt.ssion de I'..\RNrn di1 r eq t eu r  du glucagon tient du même 

paradigme que celui de I'œufet de la p«uk car :Ilc pourrait Ctre assurée par le flux de 

substrats dans les wies glycolytique et neogluc~~criique (2 7)  

L'insuline et le giiicagon. peuvent titre coridrr :. comme des éléments majeurs de la 

régulation ou des mrcanismrs sous-jacentz .ILL piiciioniene de la zonation métabolique 

hépatique. Prubst. Schwartz et Jungermaiiii W:I titimontre qu'en mettant en culture 

48h une partir des hrpatocytes fraichriiicnt soles. sans tentative de repérer ou 

quantifier leur origine. dans un milieu riçhr :n ~iiicagon ( I O  nM) et l'autre partie des 

hépatocytes dans un  milieu riche en insuliiir. ( l t i i \ I  1. i l  etait possible d'induire chez 

ces cellules des protils périportal et periwineui respectivement ( 1  14). Le profil se 

dénote ici par une predorninance de I'enzyiie P t PC K et de l'activité néoglucogé~que 

chez les cellules ayant séjourné en culture .WC .i:i glucagiin et une prédominance des 
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enzymes glucokinasr (GK). phospliohctoLinas~ 1 P F K )  et pyruvate kinase (PK) chez 

les cellules ayant sejoumé en culture avec de l'iriiiiiline. Ces données supportent donc 

l'hypothèse selon laquelle le rappoi-: iri~iiliiiu~lucagm qui prévaut dans 

I'enviromemeiii iitiiiiediat dr chaque hrpar Licyr est susceptible de changer son profil 

et que chaque situation pliysioli~giqur. ~iatht~plivsiolo~i~~ut: ou expérimentale qui 

entraîne une peniirbation de ce rappun ~ s t  :salement susceptible d'entraîner un 

changement de la zunation mtitabolique 

1.2.1.3 Gradient d'owyène 

Au cours de suil passage dans les sinus»iilcs. lc iang se departit d'une partie de son 

oxygène ce qui cause des v;ii-iatioris de cwcri:.: .ition d'«uysène le long de l'acinus. 

Ainsi, la pression partielle d'oxycene daris Iü r-esion pt.riponale est d'environ 65 

mmHg (95 rniiiHy dans le sans ;inerid C r  Ji-;; mmHg dans la veine porte donc 

environ 65 mniHs dans le sans melange a I k i i  er. de la zoiic ponale ( 1  70)) et peut 

être réduite i environ 3 5  mmHg dans la rrgion ptiriveineuse. Au même titre que les 

hormones paiicreatiques. I'osvsene scnihlr r5:ilrmenr representer un déterminant 

majeur de la zimation hépatique e~ i  agissarir sur la regulation a coun terme des voies 

métaboliques di. production ct d'utilisatior: Jii +icuse ainsi que dans l'induction et le 

maintien a loris reriiiri des ditiercnces p~:~ip»:.;ilesiprrivririruses quant au contenu 

cellulaire des enzynies reliecs au rnetabolime ;lucidique (76) .  Les effets que peut 

exercer diffërrntes concentrations: d'oxygcrie. .i coun et a long termes, touchent 

littéralement a routes les étapes du métabolisme ;lucidique ( 169,170). 



1.2.1.4 Gradient du potentiel rédos 

Les notions fondamentales de chimie defini~seni I'oqdation comme une perte 

d'électrons et la réduction comme une gain il 'elcst rons Les enzymes impliquées dans 

les processus d'oxydation sont des os! LiorrL:~ictases. dont une sous classe, les 

déshydrogénase anarrobie. catalvsrnt le traiistèr + d 'atomes d' hydrogène à un composé 

autre que I'ox! gene (54) L echangr d'enci SIC lhre de ces reiictions est proportionnel 

à la tendance des réactifs (i donner ou .iccc:wr des electrons qu'il est possible 

d'exprimer nuineriquement sous t'orne JC p o t  ciitiel d'os! doréduction ou potentiel 

rédox, selon le rappon des cuiii 1 7  ose. impliques oxaloacétate/malate. 

pyruvatellactarr, acrtoacetate!i3-h! drosvbui\-raic. ' IAD' I ; "~ ADH (54). Comme ces 

échanges sont conimuns dans les voir., i~ictalloliqurs energrtiques qui font l'objet 

d'une zonation. il ne serait pas aoniiaiii dc ioiistater une certaine zonation de 

potentiels rédou Toutefois. dans I'ctuci~ 6 iush. on a constaté une répartition 

uniforme du rapport LAD W D H  Jir.1 que du rapport glycérol-3- 

phosphate/dih\drosyacetone-phosphate. wiisidCre par les auteurs comme étant aussi 

révélateur que It. rappon punivate lact.ire ; I L.t. potentiel redox mitochondrial. tel 

qu'évalué par le rapport O- h? drox' bu[ ï r a i ~  acetoacetate, s'avère également 

équivalent au sein des cellules péripoiTnlt.. a periveinruse (147). mais une 

hétérogénéité peut Sire induite en iraitant IL,, c~~!u l r s  au glucagon ( 148). Ces auteurs 

suggèrent que I'rt-fet du glucagon se .tiai?iieste par un plus grand transfert 

d'équivalents ixduirs de la mitochmdrit: ai. q t  plclsrne en vue de la néoglucogenèse. 

A cet égard, Sliiota rapporte une plus graiide ictivite de la navette malate-aspartate 

lors de la néo&cogenèse a partir de l'alanine c lxz  des hepatocytes de rats ayant jeûné 
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48h avant I'esperimentatioii. donc espiisis ;t d'importantes concentrations de 

glucagon (130). 11 est a noter que I'hetirogri~~itr de la navette ne semble pas reliée 

aux activités enzymatiques de la mitiare dishydrogénase ni de I'aspartate 

aminotransférase qui ne sont pas ~igliiiic;i-i\,enient difirentes (périportal vs 

périveineux) autant dans le compartiment cytosi i lique que rnitochondrial, mais bien au 

transpon de l'aspanate a trawrs la menitiraile iiiiiiichondrialr ( 130) 

1.2.1.5 Gradient du potentiel phosphate 

II est communement admis qite Iëtar w c r y  :+ie de I i i  çcllule est traduit par le 

potentiel phosphate ou le rapport ATP W I )  .\ 1'1 Les prrniieres etudes concernant 

ces paramètres n'indiquent aiicunr Jiffércncc rtyiimale significative (tableau 4 ( 5  1) ) .  

Tableau 4 Vaicurs rcspcctivcs dc soinpos& pliuspii.itcs i i m s  les Lories pcriportalc ct périveineuse. 

Adaptc dc (51) .  

Cette constatation de I'equi\alence du potciitiei phosphate entre les zones périportale 

et periveineuse est cgalement corroborer p.ir d !Litres travaus ( 7  1.96.1 17). 11 ne faut 

toutefois pas en conclure pour autant que <es :lc.ments sont repartis uniformément a 

l'intérieur de l'acinus puisque Burns siipgere .me distributh biphasique de I'ATP 

impliquant de plus grandes concentration3 d '  \ !'Il dans la zone II ou internédiaire 

(3 1). Dans cette dernière étude. puisqiir: ICS nicsures ont éte effectuées sur des foies 
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dans lesquels la néoglucogenèse était activée (consommant donc des ATP), les auteurs 

suggèrent une possible déplétion d ' A n  dans la zone périportale (3 1). 

1.2.1.6 Gradient de la capacité de transport 

Puisque le sang traverse l'acinus de façon unidirectionnelle, l'environnement des 

cellules périportales est toujours le premier à être imgué avec du sang riche en 

composés destinés à être pris par le foie et inversement pauvre en composés qui sont 

mis en circulation par le foie. Si le transport était gouverné exclusivement par les 

gradients de concentration. alors les activités de transport s'effectueraient uniquement 

en fonction de la position des hépatocytes dans l'acinus (59). Mais tel n'est pas le cas 

puisque, entre autres, tel que deja vu dans la partie 1.1, la porosité des sinusoïdes 

change le long de I'acinus. Outre cela, la répartition de transporteurs spécitiques joue 

également un rôle important. Ainsi, il a été démontré que le métabolisme de certains 

acides aminés différait entre les zones périponale et périveineuse en raison de 

capacités hétérogènes des systèmes de transpon (29). Ceci revêt une importance non 

négligeable puisque le transport constitue la principale étape contr6lant le métabolisme 

de certains acides aminés comme l'alanine (46.133). Ainsi, le transpon de l'alanine et 

son métabolisme sont beaucoup plus importants dans les hépatocytes périportaux que 

périveineux (2 1,63). Contrairement a l'alanine. le transport d'un autre substrat 

néoglucogénique majeur, le lactate, semble équivalent dans les zones périponale et 

périveineuse ( 1 3 5 ) .  

Le foie contient également d'autres transporteurs qui font l'objet d'une zonation, 

soient les transporteurs de glucose. Le foie exprime deux types de transporteurs 
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soient les GLUT 1 et GLUTZ ( 1 1 1,146). Les GLUT 1 sont des transporteurs de 

glucose exprimés dans presque tous les tissus de l'organisme et ils sont responsables 

du transport basal du glucose ( 1  1 1). Dans le foie, les GLUT 1 se retrouvent dans les 

deux demières rangées d'hépatocytes (18) et, qui plus est, les GLUT 1, bien qu'en plus 

grand nombre, demeurent localisés à cet endroit après un jeûne de trois jours (136). 

Quant aux GLUTZ, retrouves particulièrement dans le foie (1  1 1,116). ils se 

retrouvent davantage dans la zone périportale ce qui va de pair avec le concept de 

zonation métabolique où la zone périportale est davantage responsable des voies 

métaboliques menant à la production de Qlucose (108). Bien qu'il soit considéré que 

le transport du glucose à travers la membrane hepatocytaire soit tributaire des 

GLUT?, dans une surprenante étude de Guillam, Burcelin et Thorens, il est rapporté 

que la production de giucose hépatique s'avère normale chez des souris dépourvues 

génétiquement de GLUT 2 (56). 

Ceci suggère donc que, du moins pour sortir de la cellule, le glucose ne semble pas 

requérir la présence d'un transporteur spécifique ni de mécanisme de diffusion 

facilitée. En fait, selon ce groupe de chercheurs, en l'absence de GLUT?, les choses 

se dérouleraient ainsi : le glucose 6-phosphate généré par la glycogénolyse ou la 

néoglucogenèse entrerait dans le reticulum endoplasrnique pour y être hydrolyse en 

giucose et en phosphate, le glucose ainsi produit pourrait être relâché de la cellule par 

une voie de trafic membranaire mais une fraction de ce glucose pourrait également 

retourner dans le cytosol. Ce glucose ne pouvant sortir de la cellule serait 

rephosphorylé en glucose 6-phosphate où son accumulation dans la cellule entrainerait 

une stimulation de l'expression génique de la Qlycogène synthase et de la pymvate 
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kinase. Qui plus est, ces effets de l'accumulation de glucose 6-phosphate serait même 

prédominant sur ceux du glucagon (26). Toujours selon ces auteurs, le tout se comge 

lorsque les GLUT2 sont de nouveau exprimés dans la membrane cellulaire ceci 

indiquant que le rôle principal des GLUTZ est de permettre l'équilibration du glucose 

avec le milieu extérieur. Ceci suggère donc que les métabolites intra-cellulaires reliés 

au métabolisme du glucose ont un effet qui prédomine sur ceux exercés par les 

hormones pancréatiques quant au contrôle du métabolisme du glycogène et de 

l'expression génique de certaines enzymes (26). 

1 . Z . I .  7 Gradient de la densité de l'innervation 

Le foie est innervé par les deux parties du système nerveux autonome, à savoir les 

systèmes sympathique et parasympathique, dont les fibres nerveuses rejoignent le foie 

par des ramifications autour de la veine porte et de I'anère hépatique ( 124). II semble 

que l'innervation du foie soit restreinte aux premières cellules périportales seulement 

et que le signal nerveux se propagerait aux autres cellules par des jonctions serrées 

(gap junctions) ( 1 18,127). Le foie s'avère sous tonus sympathique lorsque les 

concentrations de glucose diminuent, et conséquemment, lorsque les concentrations de 

glucose augmentent, ce tonus diminue (73). De toute évidence, l'intégrité des voies 

nerveuses n'est pas essentielle a l'augmentation de la production de glucose hépatique. 

du moins en réponse à l'exercice chez les animaux, (134,156,159) et il semble que ce 

soit également le cas chez l'humain (120). 



1.2.1.8 Autres gradients 

P d  les éléments répartis de façon non-uniforme au sein de l'acinus hépatique et qui 

ont fait l'objet d'une attention relativement restreinte de la part des chercheurs, notons 

le pH et le potentiel membranaire. 

Burns a mesuré le pH intracellulaire dans des foies effectuant de la néoglucogenèse à 

partir de 1.5 mM de lactate (3 1).  Les données recueillies indiquent un pH de 7.9 au 

tout début de la région périportale qui s'abaisse rapidement à 7,4 alors qu'à peine 16 

% de la distance séparant la triade portale de la veine hépatique terminale est franchie, 

pour ensuite atteindre des valeurs inférieures à 7,35 dans la zone périveineuse (3 1). 

Les implications physiologiques de cette observation demeurent encore inconnues. 

Certains auteurs se sont également intéressés au potentiel membranaire des 

hépatocytes et puisque les changements de potentiel membranaire semblent corrélés 

avec la production de glucose hépatique (Friedman 1980 cité par (92)). des différences 

régionales étaient suspectées. Les résultats de cette étude démontrent que sans 

substrat présent, le potentiel membranaire est équivalent dans les zones périponale et 

périveineuse (- 27 mV). Cependant, l'addition d'un mélange lactatdpruvate (4 10.4 

mM) dans le pefisat a entraîné une hyperpolarisation des membranes des deux types 

de cellules, l'effet étant toutefois prépondérant dans la première zone rencontrée par le 

perfûsat (périponale lors de la perfusion antérograde et périveineuse lors de la 

perfusion rétrograde). Avec l'addition de glucagon dans le pefisat, 

I'hyperpolarisation (- 45 rnV) s'est avérée équivalente dans les deux zones, peu 
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importe la direction dans laquelle le foie était perfusé. Les auteurs suggèrent 

conséquemment que les mécanismes des phénomènes métaboliques et électriques sont 

indépendants, ceci étant particulièrement vrai dans les situations où une stimulation 

hormonale provoque I'hyperpolarkation des membranes des cellules sans pour autant 

stimuler la néoglucogenese (92). 

1.3 Zonation du métabolisme hépatique 

Le foie joue un rôle important dans le métabolisme des principaux nutriments tel que 

les glucides, lipides et protéines. Bien qu'il soit raisonnable de penser que tous les 

hépatocytes sont impliqués dans ces fonctions de régulation, il apparaît maintenant. de 

façon de plus en plus évidente. que la contribution relative des hépatocytes aux 

fonctions de retrait de la circulation, de stockage, de transformation de substrats et de 

mise en circulation de divers composés revèt un haut degré d'hétérogénéité. Non 

seulement certaines fonctions sont davantage réalisées par certains hépatocytes, il en 

existe cenaines, comme la synthèse de la glutamine par exemple, qui sont réalisées 

exclusivement par un seul type de cellules (pénveineuses dans ce cas-ci). De toute 

évidence, cette spécialisation régionale des hépatocytes quant a l'acquittement des 

tâches hépatiques (tableau 5) répond de façon dynamique aux différents états 

métaboliques de l'organisme et constitue un ensemble complexe de mécanismes ayant 

pour but un maintien plus efficace et adéquat de l'homéostasie de l'organisme (49). 



Tableau 5 Zonation du métabolisme glucidique et autres fonctions métaboliques du foie . Adapté de 

(49.74). 

Métabolisme glucidique 
Zone périportale Zone periveineuse 
Production du glucose Disposition du glucose 

Néoglucogenèse Glycolyse 
Dégradation du glycogène en glucose Dégradation du glycogène en lactate 
Synthèse du glycogène à partir de Synthèse du glycogène a partir du 
lactate et de pynivate glucose 

Autres fonctions métaboliques 
Zone périportale Zone périveineuse 

Dégradation des acides aminés 
Production d'urée 
Utilisation de la glutamine Formation de la glutamine 
Synthèse de cholestérol cétoçénèse 
Formation de la bile Lipogenèse 
Métabolisme énergétique oxydatif et biotransforrnations 
protection contre les radicaux libres 
Excrétion de la bilirubine 

1.3.1 Zonation du métabolisme glucidique 

Jungermam (75) rapporte que, chez l'humain sédentaire, I'appon moyen de çlucose 

est environ de 100 g par repas. Tout ce glucose est métabolisé au terme d'environ 2. 

5h et aura sensiblement été réparti de la façon suivante : 40 g auront été pris par le foie 

(soit 40 % du glucose absorbé. ce qui équivaut à ce qui a été trouvé dans plusieurs 

études chez l'animal (101)) desquels 25 g auront été stockés en glycogène (soit 

environ le tiers de la réserve normale (54)) et 15 g dégradés en pyruvate; 27.5 g 

auront été pris par les muscles squelettiques, le cœur et les tissus adipeux; 13.75 g 

auront été consommés par l'intestin, le pancréas et autres viscères; 11 -25 g auront été 

consommés par le système nerveux centrai; 3.75 g auront été consommés par les 

giobuies rouges). Ce qui reste, soit environ 3.75 g, aura entraîné une augnentation 
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transitoire de la concentration de glucose dans l'espace extracellulaire dont la 

giycémie. Pendant la période postabsorptive, la production hépatique de glucose 

s'ajuste au besoin en glucose de l'organisme au repos soit d'environ 7.5 a; 4.5 g/h 

sont foumis par la glycogénolyse tandis que les 3 g/h restants sont fournis par la 

néoglucogenèse. Lors de situations physiologiques particulières ou la demande 

énergétique est accrue, comme c'est le cas a l'exercice, la production de glucose 

hépatique se trouve augmentée et son taux peut atteindre et même dépasser les 30 d h .  

Ces chifies démontrent donc clairement l'importance de la fonction glucostatique du 

foie quant a la régulation et au maintien de la glycémie. Le foie panicipe activement 

au retrait de la circulation du surplus de glucose entraîné par la prise alimentaire. au 

stockage de ce glucose sous forme de glycogène (glycogénèse), a la mise en 

circulation de ce glucose emmagasiné (glycogénolyse) lorsque requis par les besoins 

de l'organisme et également. au besoin, à la formation et la mise en circulation de 

nouvelles molécules de glucose a partir de précurseurs tels certains acides aminés 

comme l'alanine ou d'autres molécules comme le lactate ou le slycérol 

(néoglucogenèse). Ces trois fonctions du foie reliées au métabolisme glucidique ne 

s'opèrent pas de façon rigoureusement identique dans tous les hépatocytes, ceci étant 

partiellement dû au fait que la plupart des enzymes impliquées sont réparties 

inégalement au sein de l'acinus hépatique. 



Tableau 6 Zonation des principales enzymes reliées au métabolisme glucidiques hépatique. 

Enzyme Prédominance Ratio Référence 
PP : PV 

Glycogène synthase 
Phosphocylase 
Glucose 6 phosphatase (G 6- 
Pase) 1 

PP 
PP 
PP 

1 9,140) 
Fructose 1,6-biphosphatase (F 
l,6-Pase) 
ARNm 
Phosphoenolpymvate 

2.0 
1.7 - 2.8 

PP l 1.9 - 3.5 

carboxykinase (PEPCK) 

(121,133) 
(48,121,123) 
(6,38,67,84,123,13 

(83,9O, 126,147) 

PP 

1 47161J64) 
ARNm 
Lactate dehydrogenase 

Glucokinase (GK) 

1.3.1 . 1  Métabolisme du glycogène 

ARNm 
Pyruvate Kinase de type L 
(PKL) 

Les niveaux de glycogène hépatique, du moins chez le rat, subissent d'importantes 

2.9 - 6.2 

PP 

PV 

fluctuations selon les périodes de prise alimentaire et de jeûne ( 12 1 ). A la figure 5, 

(45) 
(3.5,6,36,55,100,15 

PV 

Babcock et Cardell (9) ont tracé la cinétique des variations de concentrations de 

1.3 - 1.8 

0.3 - 0.6 

glycogène hépatique de deux groupes de rats au cours de 24 h dont le temps O 

( 1  1,12,167) 
(16,44,66,93,103,1 
28,147,154,165) 
(36,47,83,90,91,14 
5,149,150,154) 

0.4 - 0.6 

correspond au terme d'un jeûne de 22 h. Les rats du premier groupe (barres ombrées) 

( 102,167) 
(16,35.55,66,93.10 
0,171) 

avaient préalablement été habitués à un cycle de prise alimentaire et de jeùne de 2 h et 

22 h tandis que les rats du deuxième groupe (barres blanches) avaient eu accès à la 

nourriture ad libitum durant la même période. Au temps O, soit au terme du jeûne de 
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22 h, les concentrations de glycogène sont très faibles : 0.87 k 0.46 % pour le groupe 

prise alimentaire contrôlée et O. 1 1 k 0.07 % pour le groupe ad libiticm. Au cours de la 

période de pnse de noumture (2 h) et des heures qui suivent, les concentrations 

augmentent progressivement atteignant des niveaux maximum de 7.30 I 0.49 % pour 

le groupe prise alimentaire contrôlée et 4.79 t 0.84 % pour le groupe ad libil~inr. 

Ensuite, les concentrations diminuent progressivement de sorte qu'à 24 h, les niveaux 

de glycogène se rapprochent davantage de ceux du départ : 1.7 1 + 0.52 % pour le 

groupe prise alimentaire contrdée et 0.90 1 0.30 % pour le groupe ad libitim. 

Figure 5 Niveau de glycogène hépatique au c o r n  d'un cycle de prise alimentaire (2 h) et de jeûne 

(22 h) de rats nourris ad libitum (barres blanches) et conditionnés (barres ombrées). Adapté 

de (121). 
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Les auteurs expliquent les différences de concentrations de glycogène entre les deux 

groupes par un écart de la quantité de noumture ingérée durant la période de 2 h, les 

rats préalablement noums ad libitztm n'ayant pas été habitués à ingérer leur appon 

calorique quotidien total en si peu de temps. Dans cette même étude, une analyse 

minutieuse des échantillons hépatiques a permis d'établir une certaine modalité quant a 

la déposition et à la mobilisation du glycogène des régions périponale et pénveineuse. 

Tel qu'illustré à la figure 6, au temps O, soit après 22 h de jeûne, les concentrations de 

glycogène sont très faibles voire quasi indécelables au sein du lobule hépatique. 

Cependant, au terme de la période de prise de noumture de 2 h, du glycogene s'est 

accumulé dans toutes les zones, mais davantage dans la zone centrilobulaire ou 

périveineuse. À 6 h, soit en pleine période d'accumulation du glycogene, cette 

démarcation témoignant de la répartition inégale du glycogène se trouve encore 

accentuée. A 12 h, les deux zones sont relativement bien garnies en glycogène alors 

que chez certains échantillons, il est permis d'observer une légère prédominance du 

glycogene dans la zone périportale. À 18 h. soit lorsque le glycoçène est 

progressivement déplété afin de subvenir aux besoins de l'organisme, les deux régons 

perdent de leur contenu en giycogène mais la région périponale est davantage 

dégarnie que la région périveineuse. Finalement à 23 h de petites quantités de 

glycogene demeurent détectables dans le lobule. sensiblement davantage dans la 

régions périveineuse. 



Figure 6 Répartition du glycogène dans Ic lobule hépatique au cours d'un qcIc  dc prise alirncntliirc 

(2 h) et de jeûne (22 h) . Adapté de ( 12 1). 

Étonnamment, déjà en 1872, Bock et H o h a n  (rapporté par (9)) rapportaient que 

chez le lapin, le glycogène se déposait d'abord autour de la veine centrale (région 

périveineuse) avant de se déposer plus tard dans les régions plus en périphérie. h la 

fin de la période absorptive, soit à la fin de la période d'obscurité. du glycogène est 

présent dans tous les hèpatocytes et il est possible de déceler un léger gradient porto- 

central (49). Toutefois à la fin de la période postabsorptive, soit à la fin de la période 

éclairée. une toute petite quantité de glycogène est retrouvée confinée dans la résion 

périveineuse. 
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Certains auteurs suggèrent donc un métabolisme plus rapide du glycogène dans la 

zone périportale (49) ce qui signifierait que le glycogène se trouvant dans cette zone 

serait dégradé et resynthétisé plus rapidement et en plus grande quantité que le 

glycogène de la région pénveineuse. Certaines données de la littérature soutiennent 

cette proposition (9,41.48,74,12 1,158). Toutefois, d'autres auteurs n'ont pas observé 

cette prépondérance périportale et ne suggèrent pas de différences quant a la 

distribution, ou la dégradation ou la resynthèse du glycogène entre les deux zones 

(48,140). 

1.3.1.1.1 Glycogène synthase et glycogène phosphorylase 

A l'instar des niveaux de glycogène qui montrent d'importantes fluctuations selon les 

périodes de prise alimentaire et de jeûne, la répartition des activités des enzymes 

reliées au métabolisme du glycogène varient en conséquence. Alors que chez le rat a 

jeun, il est permis d'observer une plus grande activité de la glycogène synthase et de la 

glycogène phosphorylase dans la région pénponale. chez le rat nourri, cette 

distribution s'avère plus ou moins équivalente dans les deux zones périportale et 

pénveineuse (1 2 1). Cependant, des niveaux équivalents de glycogène phosphorylase 

ont également été rapponés, ce qui irait de pair avec les variations diurnes de l'activité 

de la glycogène synthase dans les deux zones périportaie et pénveineuse qui semblent 

inversement corrélée avec le contenu en glycogène (1 19). 

1.3.1.2 Paradoxe du glucose 

Le paradoxe du glucose constitue un exemple fiappant de I'importance de considérer 

le concept de la zonation métabolique dans l'interprétation des domees de la 



39 

littérature et la compréhension des phénomènes physiologiques impliquant le 

métabolisme hépatique. 

Pendant un bon nombre d'années, a persisté une certaine controverse concernant le 

substrat à partir duquel le glycogène est resynthétisé, soit directement à partir du 

glucose ou indirectement via des composés à trois carbones (lactate et pyruvate) 

(figure 7). A l'origine, puisque l'ingestion de glucides après un jeûne entraine 

rapidement la reconstitution des réserves de glycogène et même l'activation de la 

lipogenèse hépatique, il fut communément admis que le glucose constituait un substrat 

majeur destiné à la synthèse de glycogène par voie directe (109). 

Cependant, certaines données de la littérature ont démontré que. dans des conditions 

physiologiques, l'utilisation du glucose par le foie est relativement limitée ( 104) ce qui 

suggère que le glucose serait, contrairement à ce qui était cm, un faible précurseur 

pour la synthèse du glycogène (comparativement à d'autres précurseurs 

néoglucogéniques tels que le h a o s e ,  le lactate ou le glycérol) et des lipides (79) et. 

qu'en fait, la voie indirecte constituerait la voie de synthèse prédominante (105). Ces 

évidences allaient à l'encontre des croyances établies et, jusqu'a un certain point. 

s'avéraient contraires à la plus élémentaire des logiques (pourquoi faudrait4 dégrader 

le glucose pour le reformer ensuite et alors seulement l'emmagasiner en glycogène ?). 

L'accumulation de ces évidences a donc généré ce qu'il a été convenu d'appeler : le 

paradoxe du glucose (74). C'est finalement le concept même de la zonation 

métabolique hépatique qui a permis de rendre compte des données de la littérature de 

façon satisfaisante. 
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Figure 7 Métaboiisme de la giycogenk par voie directe (traits hachurés) et par voie indirecte (traits 

gras). 



À l'aide de foies isolés et perfusés de rats à jeun, Bartels a démontré que le glycogène 

est synthétisé à partir du pyruvate par la voie indirecte dans la zone périportale et à 

partir du glucose par la voie directe dans la zone périveineuse (13,14). Ces mêmes 

auteurs suggèrent également que les hépatocytes de la zone périveineuse retireraient 

de la circulation le glucose ingéré, en utiliserait une partie pour synthétiser du 

glycogene par voie directe, dégraderait le glucose non utilisé en lactate, lequel serait 

alors relâché dans la circulation. Ce lactate voyagerait ainsi dans la circulation 

systémique pour ensuite revenir au foie et être alors capté par les hépatocytes de la 

zone périportale où il serait reconverti en glucose et finalement en glycogene ( t 3.14). 

Cette hypothèse a été confirmée en partie par une autre étude où il a été démontré que 

les composés à trois carbones utilisés pour synthétiser le glycogène hépatique par voie 

indirecte proviendraient du foie (10 1). Il semble également que l'utilisation différente 

de substrats des hépatocytes des zones périportale et périveineuse pour la synthèse de 

glycogene soit modulée par l'insuline ( 1  10) et l'état nutritionnel de l'animal (2). 

Par ailleurs, une récente étude indique que la leptine exercerait un effet additif sur celui 

de l'insuline quant à la stimulation de la synthèse du glycogène à partir du glucose et. 

qu'en fait, cela constituerait le principal effet de la leptine sur les hépatocytes (4). Il 

ne semble, toutefois, qu'aucune étude n'ait encore tenter de circonscrire les effets 

spécifiques de la leptine sur les hépatocytes périponaux et pénveineux. 

Malgré les nombreuses études confirmant la prédominance de la synthèse de 

glycogène par voie directe dans la région périveineuse et indirecte dans la région 
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pénportale, deux chercheurs, Cline et Shulman, maintiennent toujours que le 

métabolisme du glucose et les voies de synthèse du glycogène sont équivalents dans 

les zones périponde et périveineuse (39,40). 

1 -3.1.3 Néogfucogenèse 

La néoglucogenèse comprend tous les mécanismes et toutes les voies responsables de 

la conversion de substances non glucidiques en glucose. Les domees les plus récentes 

indiquent que l'activité de cette voie métabolique peut s'avérer particulièrement 

importante puisqu'elle assure 50 % de la production totale de glucose d'un individu 

après un jeûne d'une nuit (overnight fast) (89), et plus de 90 % si ce jehe  perdure JO 

h (80,89). 

Tel qu'il est possible de le voir dans le tableau 6. les enzymes néoglucogéniques sont 

prédominantes en zone périponde. Qui plus est, l'utilisation des techniques de 

microdissection a permis de tracer les niveaux de l'activité des enzymes glucose 6- 

phosphatase (figure 9) et PEPCK (figure 10) tout au long de l'acinus. Le profil des 

activités de ces enzymes indiquent bien que leur activité décroit de façon linéaire de la 

zone pénportale a la zone périveineuse. Les activités d'autres enzymes imponantes 

affichent le même profil et se retrouvent également davantage dans la zone pénportale, 

à savoir : lactate déshydrogénase (figure I l )  et alanine aminotransférase (figure 12) 

dont les activités catalysent la transformation des précurseurs néoglucogéniques 

lactate et alanine en glucose (74). 
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Considérant la localisation des enzymes néoglucogéniques, il était anticipé que la 

néoglucogenèse s'effectue davantage dans la zone périportale. Mais encore fallait-il 

s'assurer que les flux réels de substrats à travers la voie néoglucogénique s'avéraient 

effectivement différents puisque ce flux ne dépend pas uniquement des activités 

enzymatiques mais également de la disponibilité des substrats, de leurs cofacteurs et 

d'autres modulateurs intracellulaire (57.95). Il est possible de constater. toutefois. que 

nombre d'évidences dans la littérature soutiennent que la néoglucogenèse se déroule 

davantage dans la zone périponale (7.24.30.3 1.7 1.95,115,116,145). 

Bien que la zonation de la néoglucogenèse ait été démontrée a l'aide d'hépatocytes 

isolés, l'utilisation du modèle de foie perfusé, où l'intégrité des éléments structuraux et 

de l'organisation hépatocytaire est préservée, fournit les résultats les plus éloquents. 

Matsumura et Thurman ont développé une technique permettant de mesurer les 

variations des concentrations d'oxygène dans les régions périponale et périveineuse de 

foies perfusés (97). Ainsi, ils observèrent une relation linéaire entre la diminution de la 

concentration d'oxygène (due à la consommation) et la production de glucose des 

foies perfusés. Puisque 6 moles de composés phosphatés riches en énergie sont requis 

pour synthétiser une mole de glucose a partir de lactate et que 0.9 mole d'oxygène de 

plus est requis pour la respiration mitochondde afin de générer 5,4 mole d'ATP 

(considérant un rapport P l 0  de 2.7 dans le foie perfusé), il est permis de chifier le 

ratio théorique entre la consommation d'oxygène et la production de glucose à 0.90. 

ce qui s'avère raisonnablement près de la valeur de 0,85 trouvée expérimentalement, 

suggérant ainsi que la méthode est valide (95). 



Figure 8 Répartition de i'activité m a d e  de la glucose-6-phosphatase (Gd-Pase) dans l'acinus 

hépatique. Les chifFres O et 12 correspondent respectivement aux c.utrémités périportales 

et périveineuse de l'acinus. ta planche du bas a droite représente la moyenne des trois 

autres . Adapte de ( 140). 



Figure 9 Répartition de l'activité maximale de la phosphoenolpqnivare carboqkinase (PEPCK) dans 

l'acinus hépatique. Les e.xtrémités gauche ct droite de chaque planche corrcspondcnt 

respectivement auu extrémités piriportale et périvcincuse dc l'acinus. Adaptc de ( 16 1). 

Figure 10 Répartition de l'activité maximale de la lactate déshydrogénase (LDH) dans l'acinus 

hépatique. Les e.utrémités gauche et droite de la planche correspondent respectivement 

aux e.utrémités périportale et périveineuse de l'acinus. Adapté de (44). 



Figurc i 1 Répartition de l'activité m~imale  de i'alanine aminotransfénsc dans l'acinus hcpaiique. 

Les e.wémités gauche et droite de la planche correspondent rcspectivcment aux 

e.uuémités périportaie et périveineuse de l'acinus. Adapté de ( 5 2 ) .  

Ces auteurs ont démontré que le glucose n'était pas synthétisé uniformément par tous 

les hépatocytes, les taux de production de glucose à partir de lactate étant deux à trois 

fois supérieurs dans la zone pénponaie en perfusion antérograde ( - 60 pmol*gl+fl 

pour la zone périportale vs - 25 p rn~ l*~-~-h - '  pour la zone périveineuse). En perfusion 

rétrograde cependant, c'est la zone périveineuse qui s'est avérée la plus 

néogiucogénique ( - 75 pmol*g%l pour la zone périveineuse vs - 30 pmol+g-l*h*' 

pour la zone périportale). 

A ce point, il important de mentionner que la validité de la technique de pemision en 

sens rétrograde a fait l'objet de contestations (15,77). D'abord, certains auteurs 

suggèrent que la perfusion en direction rétrograde entraîne, d'une part, une expansion 



de l'ordre de trois à quatre fois de l'espace extracellulaire hépatique total et, d'autre 

part, une augmentation du temps de transit du perfusat à travers le foie ainsi qu'une 

plus grande aire de surface sinusoïdale résultante d'une distension des sinusoïdes. ce 

qui pourrait alors expliquer la plus grande extraction de certains composés (15). 

Ensuite, selon Jungermann, cette technique du 'stopped-flow oxygen-uptake' qui 

mesure la diminution de la concentration d'oxygène ne différencie pas l'oxygène 

consommée par le métabolisme énergétique de l'oxygène qui s'est simplement dissipé 

par diffusion, opinion tout à fait contraire à celle de Thcnnan, exprimée dans la même 

publication (77). La validité possible de ces remarques implique donc que les résultats 

obtenus à l'aide de ces techniques pourraient ne pas représenter que des différences 

authentiquement attnbuables a la zonation du métabolisme hépatique. 

Néanmoins, si l'on présume de la validité des travaux de Matsumura (95), il est 

possible de suggérer quelques mécanismes qui pourraient rendre compte des résultats 

obtenus. Ainsi, une explication plausible de la plus grande néoglucogenèse dans la 

zone affluente (périportale en perfusion antérograde et périveineuse en perfusion 

rétrograde) pourrait être les plus grandes disponibilités des substrats et de l'oxygène 

dans cette zone. Cependant, cette hypothèse est rejetée du fait que la néoglucogenèse 

et la consommation d'oxygène dans les régions effluentes se trouvent augmentées par 

l'ajout dans le perfusat d'épinéphrine. Il est donc permis de conclure que si ces 

éléments, substrats et oxygène, s'avéraient efectivement 'manquants' dans la zone 

effluente, la présence d'épinéphrine n'y changerait rien. De l'avis des auteurs. 

l'hypothèse la plus plausible serait qu'en région atiluente, I'ATP serait synthétisé à un 

plus haut taux et que cela produirait un métabolite perméable qui irait inhiber le 
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métabolisme de cofacteurs dans la région effluente, ou que la plus grande 

concentrations d'oxygène dans la région affluente activerait le métabolisme des 

nucléotides par un mécanisme encore inconnu, permettant ainsi une plus grande 

activité néoglucogénique. (95). 

1 .3.1.3.1 Flux à travers les enzymes néoglucogéniques 

Il semble qu'une seule étude n'ait été dévolue à la quantification des flux de substrats à 

travers les enzymes de la néoglucogenèse. Comme il est possible de le voir au tableau 

7. les auteurs ont observé une production de glucose (à partir d'un mélange 

lactate/pyruvate 1.010.1 mM) et un flux à travers la PEPCK plus importants chez les 

cellules péripondes mais un flux à travers la pyruvate kinase équivalent dans les deux 

zones. 

Pour que ceci soit possible, il est impératif d'assister a un aiguillage du 

phosphoenolpymvate vers la production de pyruvate plus important en zone 

pénveineuse, ce qui est illustré par le plus grand rapport flux à travers la pynivate 

kinase 1 flux à travers la PEPCK. Selon les auteurs, ceci indique que cette différence 

dans ce 'partitionnement' du phosphoénolpynivate n'explique que 25 à 30 % de la 

différence de capacité de production de glucose des deux zones. Conséquemment. 

ceci implique que la cause majeure de disparité néoglucogénique réside dans la 

génération du phosphoénolpyruvate. De plus, à l'aide de traceurs, ces auteurs 

démontrèrent d'une part, que le flux a travers la pyruvate carboxylase est supérieur 

dans les cellules périportales et, d'autre part, que l'aiguillage du pynivate vers la 

pyruvate carboxylase au détriment de la pynivate deshydrogénase est également plus 



important dans les cellules périportales. Ces résultats suggèrent donc que la différence 

de la production de glucose des hépatocytes périportaux et pénveineux s'explique par 

la différence dans le taux d'approvisionnement du phosphoénolpyruvate, lui-même 

conséquent des différences de flux à travers la pynivate carboxylase et la PEPCK 

Tableau 7 Flux métaboliques au sein d'hépatocytes périportaux et périveineux incubés 

en présence d'un mélange 1actate:pynivate ( 1.0:O.l rnM) . Adapté de (7 1). 

Péri portal Périveineux Ratio (PP : PV) 
nrn~l~rn~"(~oids nrn~l*rn~"(~oids 
humide). 15 min-' humide). 15 min" 

1 .3.1.4 Glycolyse 

Bien que les enzymes de la glycolyse soient davantage actifies dans la zone 

périveineuse, encore faut4 démontrer que le flux de substrats de cette voie 

rnPtabolique est plus important dans cette zone. Matsumura et Thurman ont ésalement 

appliqué leur technique de 'stopped-flow oxygen-uptake' afin de quantifier l'activité 

glycolytique dans les zones périponale et périveineuse du foie. Les auteurs en arrivent 

effectivement à la conclusion que l'activité glycolytique se déroule davantage dans la 

zone périveineuse lorsque le perfùsat circule dans le sens antérograde (97,98). Selon 

les auteurs, la technique repose sur les mécanismes suivants : l'ajout d'éthanol dans le 

pehsat élève les niveaux de NADH dans les deux zones de I'acinus causant ainsi une 
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inhibition rédox de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et une importante 

diminution de la synthèse dYATP glycolytique. Conséquemment, I'ADP qui n'est pas 

phosphotylé dans le cytosol se transporte dans la mitochondrie où il peut être 

phosphorylé et fait augmenter la consommation d'oxygène. Comme la consommation 

d'oxygène est plus importante dans la zone périveineuse, les auteurs en concluent que 

l'activité glycolytique l'est également. 

Il est à noter toutefois que Chen et Katz , utilisant le modèle d'hépatocytes isolés. en 

amvent à la conclusion qu'il n'existe pas de différence dans la capacité glycolytique 

des hépatocytes pénponaux et pénveineux (36). Ces auteurs n'ont pas relevé de 

différences significatives en ce qui a trait à la formation de %OH à partir de 2-%- 

14 14 glucose, à la formation de lactate ou à la conversion de C-glucose en C-lactate 

(36). 

1.3.1.5 Effets du glucagon sur le métabolisme glucidique hépatique 

Le glucagon constitue l'hormone la plus puissante favorisant la néoglucogenèse et son 

effet principal est de faire augmenter la production de glucose hépatique (54). Comme 

les activités hépatiques de glycogénolyse et de néoglucogenèse sont zonées, les effets 

spécifiques du glucagon sur les hépatocytes périportaux et périveineux ont retenu 

l'attention de certains chercheurs. 

n semble que la giycogénolyse induite par le glucagon est plus importante dans la zone 

périveineuse suggérant ainsi que les hépatocytes périveineux seraient plus sensibles au 

glucagon mais que les effets du glucagon sur la néoglucogenese soient équivalents 



5 1 

dans les deux zones (68). Les explications rendant compte de ces observations 

demeurent hypothétiques, mais il ne semble pas que le nombre ou l'affinité des 

récepteurs soient en cause puisque Ikezawa rapporte des contenus cellulaires 

équivalent d7AMPc ainsi que des augmentations semblables de Ca-* intracellulaire, 

suggérant des effets se manifestant en aval de ces messagers (68). D'autres auteurs 

ont souligné la différente capacité du glucagon à stimuler la phosphorylation de 

différents composés dans les zones périportaie et pénveineuse dont la glycogène 

synthase (périponal > périveineux), la glycogène phosphorylase (périponal > 

pénveineux), et la pyruvate kinase (périportal < périveineux) (1). Comme c'est 

précisément l'état de phosphorylation qui détermine si l'enzyme se trouve sous sa 

forme active ou inactive (20,54), les effets sur les voies métaboliques peuvent s'avérer 

importants. Curieusement, la zonation des capacités de phosphroylation mentionnées 

vont à l'encontre de la prédominance de l'activité enzymatique et des effets connus. 

Ainsi, étant donnée que la glycogène phosphorylase est sous sa forme active lorsque 

phosphoiylée, sa plus grande phosphorylation en zone périportale, en réponse au 

glucagon, devrait conférer à cette zone une plus grande activité glycogenolytique alors 

que les résultats expérimentaux d71kezawa indiquent le contraire (68). Les auteurs 

proposent néanmoins que la zonation des processus biochimiques pourrait s'expliquer 

par des différences dans la susceptibilité à la phosphorylation et non pas dans la 

distribution comme telle des enzymes cibles (1). Utilisant le modèle de foie perfusé de 

façon antérograde et rétrograde. Kinugasa rapporte que les effets du glucagon se 

manifestent davantage dans la zone fluente (périportale en perfusion antérograde et 

périveineuse en perfusion rétrograde). Les auteurs suggèrent que la diffërence dans 
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les concentrations d'oxygène dans les zones affluentes et effluente puissent venir 

moduler les effets hormonaux (85). 

1.4 Implications du foie dans la régulation métabolique a l'exercice 

En réponse à l'activité physique accrue que constitue une période d'exercice, il est 

bien établi que la production de glucose hépatique augmente afin d'assurer le maintien 

de la glycémie tout au long de l'effort (155). Cette activité entraîne d'importantes 

perturbations au niveaux des métabolites et des activités enzymatiques maximales au 

sein du tissu hépatique tel qu'illustré aux tableaux 8 et 9. 

Selon Wasserman (1  5 5 ) ,  la production de glucose hépatique représente la somme des 

flux de glucose générés par la glycogénoiyse et la néoglucogenese dont les 

caractéristiques spécifiques sont déterminées par les paramètres (intensité. durée, etc.) 

de l'exercice. La néoglucogenèse peut représenter environ 20 % de l'augmentation de 

la production de glucose hépatique et son importance croît selon la durée de I'effon. 

soit à l'inverse des réserves de glycogène. Le rôle essentiel que joue la 

néoglucogenèse à l'exercice prolongé, est manifestement illustré par l'utilisation d'un 

composé, l'acide 3-mercaptopicolinique, dont l'administration bloque la PEPCK. ce 

qui précipite l'épuisement des animaux (70). 

La régulation de la néoglucogenèse repose sur des mécanismes influençant l'apport 

hépatique en précurseurs néoglucogéniques, leur extraction par le foie et, finalement. 

leur conversion en glucose dans le foie. L'exercice entraîne une augmentation de 

l'extraction hépatique d'acides aminés giucoformateurs et particulièrement de l'alanine 



Tableau 8 Concentrations de métabolites hépatiques de rats en situation pst-exercice euprimées en 

pourcentage des valeus de repos. G 6-P. glucose 6- phosphate; Fm 6-P. fructose 6- 

phosphate; Fm 1.6-P, fmctose l.6-biphosphate: Gly 3-P. glycérol 3-P; Gly hydc 3-P. 

glycenldehyde 3-phosphate: PEP. phosphoenolpynivate; Pyr. pyruvate: Lac, lactate; Ac- 

Co4 acetyl-CoA; ATP. adénosine triphosphate; ADP. adénosine diphosphate: .&lP 

adénosine monophosphate. Adapté de (42.43) . 
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Tableau 9 Activités mavimales des principales enzymes du métabolisme glucidiques hépatiques de 

rats en situation postexercice e.uprimées en pourcentage des valeurs de repos. GK. 

glucokinase; G 6-Pase, glucose 6-phosphate: Fm 6-P. fmctose 6-phosphate; Fm 1.64'. 

fiuctose 1.6-biphosphate; PK pyruvate kinase: PC. ppvate caho.xylase; PEPCK. 

phosphoenolpymvate carbo.uykinase. Adapté de (42.43). 
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Pourcentage des valeurs de repos 



55 

dont la transformation en glucose augment de quelque 250 % en 150 min d'exercice 

chez le chien (157). L'exercice engendre également d'importants changements dans 

les niveaux d'hormones circulantes, dont celles des hormones pancréatiques ainsi que 

celui de l'adrénaline. Les variations des hormones pancréatiques semblent exercer la 

plus grande idluence. Ainsi, dans les conditions respectives de deux études de 

Wasserman, la hausse du glucagon est responsable à 60 % de l'augmentation de la 

production de glucose hépatique tandis que la baisse d'insuline. quant à elle. compte 

pour 55 % (155). Bien qu'il soit possible que les contributions exactes de ces 

hormones à l'augmentation de production de glucose hépatique soient différentes dans 

chaque situation d'exercice, il n'en demeure pas moins que ces données témoignent de 

la prépondérance de leurs effets sur ce phénomène. Qui plus est, il semble même que 

la chute de l'insuline pourrait même potentialiser l'action du glucagon ( 155). 

À l'exercice, la production de giucose hépatique répond de façon assez serrée a 

l'augmentation de l'utilisation du glucose par les muscle effectuant l'activité ( 1  7). Il 

semble donc qu'un signal rétroactif (feedback) transmette au foie l'information de la 

plus grande utilisation de glucose par le muscle (1 55). La glycémie pourrait constituer 

ce signal de sorte que l'utilisation accrue de glucose par le muscle pourrait entraîner 

une baisse transitoire de la glycémie qui pourrait être détectée par des 'senseurs' de 

glucose localisés dans la veine porte (65). 

Malgré le fait que le métabolisme glucidique hépatique occupe une place centrale tant 

dans la régulation du métabolisme énergétique à l'exercice que dans le concept même 

de la zonation du métabolisme hépatique, aucune étude disponible n'a encore permis 
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de mettre en commun les connaissances acquises dans ces deux domaines. Or le but 

de la présente thèse consiste précisément à opérer cette symbiose. L'utilisation du 

modèle de l'exercice semble offhr un potentiel important quant à l'explication de la 

dynamique de la zonation métabolique hépatique, l'inverse étant aussi vrai. 



CHAPITRE 2 - ÉTUDES EXPÉRIMENTALES 



2.1 Effects o f  acute exercise on the gluconeogenic capacity of  periportal and 
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ABSTRACT 

The present study was conducted to examine the effect of a single bout of 

exercise (rodent treadmill, 60 min at 26 dmin, 0% grade) on the gluconeogenic 

activity of penponal (PP-H) and perivenous (PV-H) hepatocytes in fasted (18 h) rats. 

Isolated PP-H and PV-H, obtained by selective destruction following liver perfusion 

with digitonin and collagenase, were incubated with saturating concentrations of 

alanine (20 mM; ALA) or a mumire of lactate + pyruvate (202 mM; LAC+PYR) to 

determine the glucose production flux (Jdw,) in the incubation medium. Results show 

that in the resting conditions, J,i,, fiom al1 exogenous substrates were significantly 

nigher (P < 0.01) in PP-H than PV-H. Exercise, as compared to rest. resulted in a 

higher IgI,, (P < 0.01) fiom LAC+PYR substrate in the PV-H but not in the PP-H. 

resulting in the disappearance of the difference in Je)- between PP-H and PV-H. 

Exercise, as compared to reg, led to a higher Jdww (P < 0.0 1) fiom ALA substrate in 

both PP-H and PV-H. However, the exercise-induced increase in J,,,, 

(gluconeogenic activity) f5om ALA substrate was higher in PV-H than in PP-H. 

resulting, as fiom LAC+PYR substrate, in the disappearance (P > 0.05) of the 

difference of Id- between PP-H and PV-H. It is concluded that exercise 

differentidy stimulates the gluconeogenic activity of PV-H to a larger extent than PP- 

K indicative of a heterogenous metabolic response of hepatocytes to exercise. 

Keywords: hepatic zonation, glucose flux, gluconeogenesis, liver 
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LNTRODUCTION 

Metabolic zonation is a twenty-five year old concept proposed by Sasse, Katz 

and Jungermann on the basis that hepatocytes, depending on their position along the 

acinus, possess different amounts and activities of enzyme and thus different metabolic 

capacities (30). Several recent reviews have enlightened the fact that hepatocytes 

differ also in a variety of morphometnc, histochemical, and biochemical characteristics 

depending on their location (10,13,17- 19). Following the blood Stream along the liver 

acinus, at least two different zones can be discemed. The first zone includes 

hepatocytes located in proximity to the terminal portal venules or periportal 

hepatocytes (PP-H) which are pefised with blood nch in Oz, substrates, and 

hormones. The second zone includes hepatocytes in the vicinity of terminal hepatic 

venules or perivenous hepatocytes (PV-H), which are perfused with blood containing 

lower concentrations of 02, substrates, and hormones, and with higher concentrations 

of CO2 and other by-products of metabolisrn ( 1 7). Regarding carbohydrate 

metabolism, it appears that PP-H possess higher levels of gluconeogenic enzymes and 

PV-H posses higher levels of glycolytic enzymes ( 19). Thus, periportal cells show a 

geater capacity for gluconeogenesis and perivenous cells for glycolysis even though 

al1 enzymes implicated in these metabolic pathways are present in both zones. 

Supporting the view that metabolic zonation has a functional signhcance. it 

has been shown in midies, using anterograde and retrograde liver perfusions 

(4,24,25), that this heterogeneous expression of enzyme activity results in markedly 

different gluconeogenic and giycolytic capacities between the two populations of 

hepatocytes. More recently, direct rneasurernents of glucose flux in isolated 

hepatocytes confinned the zonation mode1 for gluconeogenesis by demonstrating an 
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up to two-fold higher rate of glucose production 60m ALA or a LAC+PYR mixture 

in PP-H compared to PV-H (6,IS). 

An imponant charactenstic of the zonation of liver carbohydrate metabolisrn is 

its dynamism and adaptability in response to many physiological and 

pathophysiological situations where the glucostat function of the liver is altered. These 

situations where metabolic zonation is modified in order to cope with the particular 

needs of the moment include among others: normal development ( 16), starvation (>21 

hrs) (16,2 1,33), high protein or high fat diet (34), cold adaptation (3  1-32), 

streptozotocin- and alloxan-induced diabetes ( 16.27). thioacetamide-induced liver 

cirrhosis (28), and partial hepatectomy (16). Of these experiments. perhaps the 

strongest evidence of a metabolic zonation adaptation cornes from Shiota et al. ( 3  1 ) 

who showed seiectively higher glucose production from giuconeogenic precursors in 

PV-H but not in PP-H &er 5 days of cold exposure. 

In the latter experimentation (3 1), cold exposure was used as a long-term 

gluconeogenic stimulus. A much more cornmon and perhaps even more powerful 

stimulus for gluconeogenesis is physical activity. It is well known that prolonged 

exercise increases gluconeogenesis (35) which is of major importance since the 

inhibition of this metabolic process can alter glucose homeostasis and consequently the 

capacity of performing aaivity (14). Thus, the question that arises is whether or not 

the acute stimulation of gluconeogenesis by exercise causes a perturbation of the 

metabolic zonation. in the aflJrmative, the metabolic zonation adaptability could 

represent an important and perhaps fundamental aspect of Iiver adaptation in response 

to exercise. 
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The present study was conducted to examine the eEect of exercise on the 

gluconeogenic capacity of PP-H and PV-H isolated from the liver of rats subjected to 

a submaximal exercise bout of 60 min on a rodent treadmill. In order to isolate 

activation of gluconeogenesis from glycogenolysis, the effect of exercise on glucose 

production flux in PP-H and PV-H was studied in 18-h fasted rats for which the pool 

of glycogen cm be considered as negligible. Total glucose production flux 

(glycogenolysis + gluconeogenesii) was also determined in isolated PP-H and PV-H 

of nomally fed rats, to detennine the response of PP-H and PV-H under normal 

exercising conditions. The main finding of the present work is that exercise in the 

fasted state affects the gluconeogenic capacity in such a way that the PV-H are able to 

increase their glucose production to the level of the PP-H. This results in the 

disappearance of the difference in the gluconeogenic contribution between PP-H and 

PV-H seen in a11 the other conditions. 



METHODOLOGY 

Animal cure. Al1 experiments descnbed in this report were conducted 

according to the directives of the Canadian Council on Animal Care. Male Sprague- 

Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant, Québec) weighing 280-300 g were 

housed in pairs and allowed pellet rat chow and tap water ad libitum for 10 to 14 

days. Lights were on from 0700 until 1900, and the room temperature was maintained 

at 20-23°C. Two days after their arrival. al1 rats were submitted once a day to a 5 day 

habituation ninning protocol on a motor-driven rodent treadmill starting at 15 d m i n  

(0% grade) for 15 min on the first day and progressively increased to 26 mimin for 50 

min (0% grade) on the fifth day. 

Groirps anci exercise protocol. The day before experimentation. rats were 

randomly assigned to either weil-fed or overnight-fasted groups. Food was removed 

from cages of fasted rats by 1700 the day before expenmentation (= 18 h). Since the 

pool of glycogen in the fasted group can be considered as negligible (2), all of the 

glucose production in this group was assumed to be the result of gluconeogenesis. No 

attempt was made to discriminate between the contribution of glycogenolysis and 

gluconeogenesis to the glucose production of hepatocytes in the fed rats. On the day 

of the experiment, rats were further divided into a rea and an exercise group. The 

experiments were run between 0930 and 1 100. The exercise test consisted of running 

on the treadmill for 60 min at 26 mhin (0% grade). At the end of the running or 

resting period, al1 rats were rapidly anesthetized with pentobarbitd sodium (40 mflg 

ip). PP-H and PV-H were obtained fiom different rats in each condition. 
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Isolation of hepalocytes. Selective isolation of PP-H and PV-H was made 

according to the technique described by Gascon-Barré et al. (10) with minor 

modifications. Briefly, the portal vein and the superior vena cava were camdated 

with blunted needles (16 G) for selective anterograde and retrograde perfusion and 

digitonin injection. Both needles were positioned to rest at approximately 1 cm to the 

liver. The liver was perfùsed in open circuit in the anterograde direction at 37°C. pH 

7.4 with saturated (95% Oz, 5% CO2) perfusion medium at a rate of 25 &min for 5 

min using a peristaltic pump (Cole Parmer Instrument Co). The perfusion medium 

consisted of 1 18.9 mM NaCl. 4.76 mM KCI, 1.19 mM KHzPOI, 1.19 m M  MgSOi 

(7H20), and 25 m M  NaHC03 . For selective destruction of PP-H or PV-H digitonin 

(Boehringer Manheim) 7 mM dissolved in a buffer containing 137 mM NaCI, 4.7 rnM 

KCI, 1.1 mM CaCI2, 0.65 m M  MgS04, and 10 mM Hepes at 90°C was infused at 37'C 

in the portal vein in the anterograde direction (PP-H destruction) or in the caval 

catheter in the retrograde direction (PV-H destruction) at a rate of 10 mVmin using a 

microinfusion pump (Harvard Apparatus Inc. mod. 55-1 11). The infusion was 

maintained until the characteristic discolouration pattern was observed (23). In most 

of the preparations, this was achieved in less than 30s. the procedure being commonly 

longer for PV-H destruction. Subsequently, the liver was perfused with the perfusion 

medium for 5 min at a rate of 40 mVmin in open circuit in the opposite direction of the 

one used for the digitonin infusion. Folowing this, collagenase (Worthington 

Biochemical, CLS-2, 274 u/mg) 0.35 g% in pemision medium supplemented with 2.4 

mM CaC12, was infused at a rate of 12 d m i n  for 7-8 min to achieve liver digestion. 

Digestion was considered cornpiete when gentle finget pressure on a iiver lobe 

resulted in 6acture of the liver sufice (2). The iiver was, thereafier, excised and 
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transferred to a petri dish where it was gently dismpted with forceps. The cell 

solution was filtered through a nylon mesh and centrifbged twice at (2 min, 50 x g). 

and the supematant discarded. Finally, cells were resuspended in a Falcon tube with 

approximately 15 ml of ice cold perfusion medium supplemented with 2.4 mM CaClz. 

The upper part of the tube was gassed for 1 min with 95% O?, 5% CO2 and lefi on ice 

for 1 h before incubation. 

Inarbaiioris. Hepatocytes were incubated at 10 mg/d dry weight estirnated 

from the weight of the wet packed cells (dry weight = wet weightD.8; ref. 2) in closed 

vials saturated with 95% Oz, 5% COz in a final volume of 2.8 ml ( 1  18.9 rnM NaCI. 

4.76 rnM KCI, 1.19 rnM w2P04, 1.19 rnM MgSQ (7Hz0). 25 rnM NaHCOj. 2.4 

mM Ca& pH 7.4, 37°C ). The dry weight of each hepatocyte preparation was 

subsequently determined by allowing a precise amount (500 uL) of the hepatocyte 

solution to dry out for two days in a warm dry area. The dry weight values of each 

hepatocyte preparation were subsequently used in the calculations. When a 

~luconeogenic substrate was present, 2% bovine serum albumin (Boehrinçer 

Manheim) combined with oleate t mM (Sigma) was added. Cells were left for an 

equilibration period of 20 min in the shaking (2 Hz) thermostated (37°C) waterbath. 

At t = O, either no substrate, or 20 mM final concentration alanine (Boehringer 

Manheim), or 20 : 2 mM lactate (Signa) pynivate (Boehringer Manheim) mixture was 

added. CeUs were incubated for 45 min and sampling was made every 15 min. 

Metabolic reactions were stopped by deproteinizing the sarnple (400 ul) in HClOa 

(fuial concentration 5% vol/vol) and vonexing. M e r  centrifugation (2 min, 16.000 x 

g), the supematant was removed and neutralised with KOH and (2N)-3-(N- 

morp ho1ino)pro panesulfonic acid (0.3 M) for subsequent glucose determination ( 1). 
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The glucose accumulation over time was used to compute the glucose accumulation 

rate (glucose flux or Jgi,). For al1 incubations with LAC+PYR or ALA, the glucose 

fluxes computed were corrected for endogenous glucose production in order to obtain 

the glucose flux produced fiom the addition of substrates. 

Ce11 viability and PP-H and PV-H enriched prepuratiorrs. The exclusion of 

trypan blue by intact cells is a commonly used method to distinguish between intact 

and damaged cells. The disadvantage of this procedure is the subjective error involved 

in microscopie counting of cells (22). The most sensitive method for determination of 

the viability of isolated liver cells is gluconeogenesis from lactate (22). At a given 

damage of the membrane it allows to estimate the extent of disturbances of 

coordinated cellular syntheses. But the results are not readily available. Since in the 

present expenment glucose production from gluconeogenesis was measured, glucose 

production in the basal fasted state was used as the ultimate criteria of cell viability to 

which glucose flux measurements obtained under similar conditions were compared. 

The test of exclusion of tcypan blue was, however, nin on each individual sarnple to 

obtain a rapid estimation of the ce11 viability and to avoid the use of an unacceptable ( 

< 80%) hepatocyte preparation. Glutamine synthetase activity (26) was determined in 

PP-H and PV-H in resting and exercising animals to ensure the adequacy of the cell 

enriched preparations. 

Statistical analyses were perfonned by a three-way analysis of variance for 

non-repeated-measures. Cornparisons of glutamine synthetase activities were done by 

using the Student's t test. Statistical significance was achieved at P < 0.05. 



RESULTS 

Activity of the mmker enzyme iti PP-H and PV-H. The activity of glutamine 

synthetase was significantly (P < 0.01) higher in PV-H than PP-H both at rest and 

after the exercise bout whether in the fed or in the fasted condition (Table 1). 

Glucose corrcentrations in incubations. Whet her P P-H and PV-H were 

incubated without any exogenous substrate (endogenous glucose production). or with 

LAC+PYR, or with A L 4  a linear increase in glucose concentration in the incubation 

medium was observed over time in al1 experimental conditions. An example of this 

relation is shown in Fig. 1 for the experiments performed in the rest-fast condition. 

The linearity of the glucose accumulation over tirne was used to compute the glucose 

accumulation rate (giucose flux or JgiWw) show in Figs. 2, 3. and 4. 

Endogrrious gltrcose probr~ction. As expected, fasting, compared to the fed 

condition. resulted in overall lower endogenous Jd, (P < 0.01) for al1 types of 

hepatocyte preparation (Fig. 2). In the fed state. PP-H and PV-H isolated fiom 

exercised rats displayed a lower Id- (P < 0.01) hrn endogenous substrates 

compared to PP-H and PV-H isolated from resting rats. In the fasted state. acute 

exercise led to a somewhat higher endogenous glucose production (P < 0.05) 

cornpared to rest in PP-H but not in PV-H, resulting in a small but significant (P < 

0.05) difference between PP-H and PV-H in the exercise condition. In al1 other 

experimental conditions, no significant differences were observed between PP-H and 

PV-H for endogenous glucose production. 

Glucose flux from lactate + pyrwcte. Fasting, compared to the fed 

condition, resulted in overaii higher Jé, corn LAC+PYR (E' < 0.01) for al1 types of 
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hepatocyte preparations (Fig. 3). In both fed and fasted state, exercise, as compared to 

rest, resulted in higher (P < 0.01) fiom LAC+PYR in PV-H only (100 % and 5 1 

% higher in PV-H in the fed and fasted state, respectively, vs 9% and 10% in PP-H). 

In the fed state, this selectively higher value of Jd, in PV-H following exercise led to 

an attenuation of the porto-venous zonation of LACiPYR-induced glucose 

production, which remained significant (P c 0.01). However, in the fasted state. the 

selective exercise effect on .Id....: in PV-H led to a non-significant difference in porto- 

venous zonation of LAC+PYR-induced gluconeogenesis (3.8 1 + 0.27 vs 3.3 1 I 0.29 

p.mo~.rnin-~.~-~ dry cells in PP-H and PV-H, respectively). 

Gltîcoseflwc from alanifle. When PP-H and PV-H, isolated From fed rats kept 

at rest, were incubated with ALA (Fig. 4). the measured glucose accumulation was 

equal to (PP-if) or less than (PV-H) glucose accumulations measured in the 

incubations with no exogenous substrate (Fig. 1). Therefore. the cornputed JSl,, from 

ALA was near zero in PP-H and negative in PV-H. As for incubations with 

LAC+PYR, fasting, compared to the fed condition, resulted in an overall higher J,,,, 

(P < 0.01) from ALA for dl types of hepatocyte preparations (Fig. 4). Exercise 

resulted in significantly higher Id- (P < 0.0 1) from ALA in both PP-H and PV-H. in 

the fed as well as in the faaed state (42% for PP-H and 94 % for PV-H in the fast 

state). In the fed-exercise state, J@,, fi-om ALA was much higher in PP-H compared 

to PV-H (P< 0.01). However, as it was observed with LAC+PW exercise in the 

fasted aate resulted in a non-significant difference in porto-venous zonation of the 

giuconeogenic capacity fiom ALA ( 1.79 f 0.09 vs 1.49 f O. 1 1 pno~ .min~~ .~"  dry cells 

in PP-H and PV-H respectively). 



DISCUSSION 

The digitonin-collagenase hepatocyte isolation procedure used in the present 

expenment resulted in PP-H and PV-H preparations that produced glucose in the same 

range as those previously reported in studies conducted under similar conditions (fast. 

rest; 6,15,3 1). Shiota et al. (3 l), using incubations of hepatocytes in the presence of 

saturathg substrate concentrations, reported gluconeogenic Buxes from LAC+PYR of 

- 3.7 and - 2.3 prn~l.min".~~' in PP-H and PV-H, respectively (PP-H 1 PV-H = 1.6). 

In the same study, gluconeogenic fluxes nom ALA were of - 2.1 and - 1 .O pmol.rninm 

1 .g'' in PP-H and PV-FI, respectively (PP-H / PV-H = 2.1). These values compare well 

with results of the present expenment obtained in incubated hepatocytes isolaied from 

resting - fasted rats. Indeed, Jducw h m  LAC+PYR were 3.45 and 2.19 vmol.min''.g'l 

in PP-H and PV-H, respectively, yielding a PP-H / PV-H ratio of 1.58. The same 

IR,, values fiom ALA were of 1.26 and 0.77 Cimol.min".g" in PP-H and PV-H. 

respectively, yielding a PP-H / PV-H ratio of 1.64. Taken together, these cornparisons 

of glucose flux values and PP-H 1 PV-H ratios obtained in the fast-rest conditions 

indicate that the ce11 viability of Our preparations was very high. The activity of 

glutamine synthase has been used as a stable marker of selective enrichment for PV-H 

isolated by digitonine-collagenase methods (1 1) because this enzyme is localized 

exclusively within a srnall population of parenchpal cells that surround the terminal 

hepatic vendes. The large differences in giutarnine synthase activity found in the 

present ce11 preparations, whether at rest or &er exercise, indicate that the present 

PP-H and PV-H enriched preparations were not altered by the exercise stimulus and 
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dso give a good indication that the digitonin-collagenase technique used in the present 

experiment ailowed to obtain PP-H and PV-H enriched preparations. 

Since ducose production fiom glycogenolysis can be considered as negligible 

in the fasted state, JgiUEw measured at rest and d e r  exercise in fasted rats was assumed 

to be solely the result of the Qluconeogenic activity. The main finding of the present 

expenment was that an acute bout of exercise in fasted rats resulted in an unequal 

increase of Jd, in PP-H and PV-€4. Exercise resulted in the stimulation of J,I,,. 

fiom ALA in both PP-H and PV-H of fasted rats. However. the magnitude of this 

stimulation appears to be greater in PV-H than PP-FI, resulting in the disappearance of 

the pono-venous differences observed in the rested state. The same phenomena was 

seen when LAC+PYR was used as substrate with the exercise-induced activation of 

. J s ~ w ~  in fasted rats observed only in the PV-H. The proportionally greater stimulation 

of gluconeogenesis by fasting and exercise in PV-H compared to PP-H led to an 

attenuation and even the disappearance of the initial pono-venous expression of the 

zonation of gluconeogenic capacity fiom both LAC+PYR and ALA. The 

disappearance of the metabolic zonation effea with stronger gluconeogenic stimuli is 

also illustrated by the decreasing PPlPV ratios of Jd, (Table 2). These data show 

that as the gluconeogenic stimulus becomes more intense, there is a clear trend to 

homogeneity (PP-WPV-H = 1.00) in the gluconeogenic activity of PP-H and PV-H. 

Overail, the present data indicate that exercise increases gluconeogenic activity in both 

PP-H and PV-H but that the increase in PV-H is predominant over PP-H with stronger 

gluconeogenic stimuli. 

In the only other study reporting the effects of exercise on gluconeogenesis 

using the isolated hepatocyte mode1 (fiom whole Liver), the authors observed that only 
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hepatocytes isolated fiom trained but not untrained rats showed an increase in 

gluconeogenic activity dunng exercise (3). The disparity of these results for the 

untrained rats and that of the present study might be due to the use of somewhat 

different gluconeogenic precursors or to the use of a sornewhat milder exercise 

intensity. It is also possible that if these authors (3) had looked up at the effects of 

exercise on gluconeogenic activity in PV-H and PP-H instead of a mixture of 

hepatocytes, they might have found a different response for the two types of cells. 

This interpretation. based on the present findings of a heteregenous increase in the 

gluconeogenic response OF the hepatocytes to the exercise stimulus, raised the view 

that the different types of hepatocytes should be considered when it cornes to the 

interpretation of the metabolic effects of exercise on the liver. For instance. it could be 

speculated that the enhanced hepatic gluconeogenic capacity shown to occur with 

training in in situ perfused liver preparation (5.9) could be the result of a çreater 

adaptation of PV-H than PP-H. 

Without exogenous gluconeogenic substrates. glucose production (J,iu-) 

depends mainly on hepatic glycogenolysis. No difference in endogenous J,1.,, 

between PP-H and PV-H in the resting date was recorded either in the fed or in the 

fast state (Fig. 2). In the fed group, the fact that the overall endogenous J+, values 

were lower after exercise than at rest is most likely related to the lower hepatic 

glycogenolytic activity due to the lower liver glycogen content following exercise. 

The even lower endogenous Id- values found in the fast state (Fig.2) suppon this 

contention. On the other hand, the higher endogenous Id- values found in PP-H 

than in PV-H foiiowing exercise in the fast state (Fig.2) may be explained by a 

somewhat larger contribution of gluconeogenesis fiom endogenous substrate since it is 
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documented that substantial hepatic proteolysis (up to 0.23 g/h) occurs during 

exercise (20). Therefore, one could speculate that protein degradation persisted after 

hepatocyte isolation thus making some @uconeogenic precursors available. 

The rneasurement of glucose fluxes in the fed rats in the present expenment 

was carried out only to obtain some information on the contribution of PP-H and PV- 

H at rest and d e r  exercise in a normal situation. It is difficult to interpret the JglwOe in 

terms of glycogenolytic and gluconeogenic contribution since both metabolic pathways 

can contribute to the Ji, even if the endogenous production is substracted from the 

fluxes measured with the addition of substrates. Also the addition of substrates may 

have an impact on the endogenous glucose production in the fed state. Nevenheless, it 

is interesting to note the higher Id- in PP-H than PV-H at rest and after exercise 

with the addition of LAC+PYR and ALA (Fig.3 and 4). 

The mechanisms underlying the metabolic zonation adaptations are far from 

being well understood. Numerous factors could potentially be responsible for the 

larger increase in gluconeogenic activity in PV-H than in PP-H following exercise in 

the fast state. The main evidence points to the phosphoenolpyruvate-pynivate cycle. It 

has been reported that the phosphoenoipymvate-pyruvate cycle has a flux control 

coefficient for gluconeogenesis of - 60% with LAC+PYR as precursors (12,29). In 

their study using cold acclimatization as gluconeogenic stimulus, Shiota et al. (3 1 )  

proposed that the selective increase of the gluconeogenic capacity of the PV-H could 

be due to the increase in the enzymatic activity of phosphoenolpynivate carboxykinase 

(PEPCK). They observed a greater increase in PEPCK activity in PV-H than in PP-H. 

The same phenomenon could have occurred in the present study based on the 

folowing. PEPCK is distributed heterogeneously across the liver acinus and long term 
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starvation (84 h) causes an uicrease in the overall (dl hepatocytes fiom one acinus) 

PEPCK activity (33). In exercise conditions, PEPCK activity measured 6.om liver 

biopsy has been show to increase (7.36) or remain constant (8) fiom rest to exercise. 

Therefore, it is possible that exercise could cause an increase in PEPCK activity, 

particularly in the PV-H, and that this would be responsible, at least in pan, for the 

perturbation of the metabolic zonation observed in the present study. 

The increase in Id,, subsequent to an increase in PEPCK activity is. however. 

more likely to take place when LAC+PYR, instead of A L 4  is used as gluconeogenic 

precursor. At high concentrations of AL4 it appears that the increase in 

gluconeogenic flux is mostly due to an increased transarnination (the other factor being 

membrane transport), which has a high flux control coefficient for gluconeogenesis in 

these conditions (5). It is well known that ALA aminotransferase is mostly located in 

the periponai zone (17). However, to our knowledge, the effect of exercise on alanine 

aminotransferase activity or its zonation is not known. Therefore, it could be 

hypothesized that the loss of hepatic zonation of gluconeogenesis fkom ALA in the 

fast-exercise condition could be due to a proportionally greater increase in flux 

through transarnination in PV-H compared to PP-H. 

In summary, taking into account that the present expenment was conducted on 

isolated hepatocytes using saturating concentrations of gluconeogenic precursors 

(ALA and LAC+PYR) in the post-exercise situation, the present results in faaed rats 

indicate that the PP-H have higher gluconeogenic capacities than PV-H in resting 

conditions. Exercise increased glucose production fiom ALA in both ce11 populations 

(PP-H and PV-H) but when LAC+PYR was used as gluconeogenic precursor, 

increased glucose production was observed in PV-H only. The PV-H were able to 
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increase their glucose production following exercise fiom both precursors (ALA and 

LAC+PYR) to the level of PP-H resulting in the disappearance of the difference in the 

giuconeogenic contribution between PP-H and PV-H. The present data point to the 

recommendation that hepatic zonation should be considered when anaiysing the 

contribution of the liver to energy metabolism during exercise. 
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LEGENDS 

Fig. 1. Glucose accumulation over 45-min incubation period in PP-H and PV- 

H Rom endogenous substrate or in presence of saturating concentration 

of ALA (20mM) or LAC+PYR (20:2 mM) in the rest fast condition. 

Results are means * SE for n = 9 in each group. 

Fig. 2. Glucose flux (JdUCIWC) computed fiom linear accumulation of &cose 

over the incubation period of PP-H and PV-H without any substrate. 

Results are means * SE for n = 9 in each group. ++ significantly 

different (P < 0.0 1) from the corresponding rest group of identical type 

of hepatocyte preparation, + P < 0.05. ** significantly different (P < 

0.05) between PP-H and PV-H of the same nutritional and activity 

status. A significant (P < 0.01) overall effect of the ovemight fast was 

observed and is not indicated on the graph for sake of clarity. 

Fig. 3. Glucose flux (Je,-) computed fiom linear accumulation of glucose 

over the incubation period of PP-H and PV-H in the presence of 

LAC+PYR (20:2 rnM) and oleate (2 mM), afler correction for the 

respective endogenous glucose production. Results are means * SE for 

n = 9 in each group. ++ significantly different (P < 0.0 1) from the 

corresponding rest group of identical type of hepatocyte preparation. 

** significantly different (P < 0.01) between PP-H and PV-H of the 

same nutntional and activity status. A significant overall effect (P < 

0.0 1) of the ovemight fast was observed and is not indicated on the 

graph for sake of clarity. 
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Fig. 4. Glucose flux (JdueoY) computed from linear accumulation of glucose 

over the incubation period of PP-H and PV-H in the presence of ALA 

(20 mM) and oleate (2 mM), after correction for the respective 

endogenous glucose production. Results are means SE for n = 9 in 

each group. ++ significantly different (P < 0.01) fiom the 

corresponding rest group of identical type of hepatocyte preparation. 

** significantly different (P < 0.01) between PP-H and PV-H of the 

same nutritional and activity status. A significant overall effect (P < 

0.01) of the ovemîght fast was observed and is not indicated on the 

graph for sake of clarity. 



Table 1 .  Glutamine synthetase activity (nmoVrnin/100 mg dry cells) in preparation 

e ~ c h e d  for periportal (PP-H) and perivenous hepatocytes (PV-H) 

isolated corn fed and fasted rats at rest and after the exercise bout. 

Ce11 Preparations 

PP- 8 PP-V PP-WV-El 

Fed Rest 

Fed Exercise 

Fast Rest 

Fast Exercise 

Values are means + SE for n = 6 in each group 

* Significantly different from PP-H. P < 0.01 



Table 2. PP-WP-V ratios* of Jd, fiom lactate + pyruvate or alanine in different 

diet and activity conditions. 

Conditions 

Fed Rest 

Fed Exercise 

Fast Rest 

Fast Exerci se 

ALA 

-- 

2.48 

1.64 

1 30 

*Ratios computed fiom the mean Id,, values of each group. 
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+ PP-H 
4 PV-H 
Lactate+Pyruvate 
4 PP-H 

PV-H 
Alanine 
+ PP-H 
4 PV-H 

0 30 45 

Time (min) 



Rest Exercise 
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c 
Rert Exercise 

Fast 



Rest Exercise Rest 

Fast 
Exercise 



-- -- 

&st Exercise 

Fed 

Rest Exercise 

Fast 



2.2 EKects of  acute esercise on the DE4 metabolism in periportal and 

perivenous bepatocytes 
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ABSTRACT 

We have shown that exercise could a e c t  the fùnctionai metabolic zonation in 

hepatocytes isolated from exercised rats. In facts, the higher glucose production from 

various substrates (lactate + pynivate mixture or alanine) observed in the periportal 

hepatocytes (PP-H) compared to the perivenous hepatocytes (PV-H) in an oveniight 

fast resting situation is no longer seen when the gluconeogenic stimulus of the 

ovemight fast is surimposed with exercise. Thus, exercise seems to prornote 

gluconeogenesis in hepatocytes to different extents according to the origin of the cell 

(PP-H or PV-H). In order to pursue the investigation on this phenomenon, the present 

study was conducted to examine funher the effects of exercise on the gluconeogenic 

or glycolytic capacity of PP-H and PV-H using other substrates such as 

dihydroxyacetone @HA). Interest of using DHA cornes from the fact that it can be 

rnetabolized through both gluconeogenic and glycolytic pathways . S-D male rats 

were submitted to an ovemight fast (FAST) or not (FED) and to a 60 min treadrnill 

exercise bout (EX) or rest (REST). Metabolic zonation has been evaluated on 

isolated PP-H or PV-H obtained by selective destruction after liver perfusion with 

digitonin and collagenase and subsequently incubated (45 min at 37°C saturated with 

95% 0 2  : 5% CO2) with saturating concentrations (20 rnM) of dihydroxyacetone 

@HA) (for determination of glucose production flux (JG) and lactate + pyruvate 

production flux (JLIP) and glucose (only for determination of Lp ). JG and JL-P were 

calcuated fiom the glucose, lactate and pyruvate concentrations measured. Results 

showed that JG (pm~l-~*~~'*min") was not siBnificant1y different between PP-H and 

PV-H in REST or EX conditions but that EX led to a overall higher (Pc0.05) IG 

compared to REST. No sigdcant zonation dïerences (PP-H vs PV-H) or exercise 
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effects (REST vs EX) were observed for the .IL+ h m  DHA or from glucose. Total 

amount of DHA metabolized calculated from JZGL+ was equivalent between PP-H 

and PV-H in RES'I and EX conditions but only JzGLVP h m  PP-H was higher 

(P<O.OS) in EX compare to E S T .  It is concluded that gluconeogenic and glycolytic 

metabolisrns of DHA are equivalent in PP-H and PV-H. 

Keywords: hepatic zonation, glucose flux, gluconeogenesis, jgiycolysis, liver. 
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INTRODUCTION 

Since the work of Lindros and Pentilla (14) and Quistorff (1 7). successful isolation of 

periportal (PP-H) and perivenous hepatocytes (PV-H) cm be achieved by selective 

destruction of hepatocytes with a digitonin infusion. Over the years, this technique has 

been improved and widely used and contributed to better understand the regional 

specialization of hepatic functions and its dynamist (8,13). One of the most striking 

evidence of meiabolic zonation in the liver is related to carbohydrate metabolism. The 

levels of enzymes catalyzing gluconeogenesis are higher in the periponal zone and. 

accordingly, gluconeogenic capacity in PP-H fiom vanous precursors is higher than in 

PV-H (6,12). On the other hand, even if the enzyme levels catalyzing glycolysis are 

higher in the perivenous zone, discrepancies exist conceming the predorninant 

localization of the glycolytic pathway. Using the isolated hepatocytes model, Chen 

and Katz found that lactate production from glucose in PV-H was not significantly 

higher than in PP-H (6), while Matsumura and Thurman, using the stopped flow 

technique in pefised liver, suggested that glycolysis occurs predorninantly in the 

penvenous zone ( 1 5). 

We have recently showed that exercise could moditj the metabolic zonation of 

gluconeogenesis seen at rest. Selective isolation of PP-H and PV-H from ovemight 

fasted rats submitted to a 60 min bout of treadrnill running or rest. immediately before 

the isolation procedures pennitted to show that the higher glucose production capacity 

of PP-H over the PV-H from alanine or lactate-pyruvate mixture in the rest situation is 

no longer signîficant when ceils are obtained &er the exercise period ( ). This 

suggest that some unknown factors goveming metabolic zonation in the liver are 

affected by exercise and, in the scope of exercise metabolic regulation, this points to a 
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whole new field of unrevealed metabolic regulation mechanisms that deserves to be 

elucidated. 

The purpose of the present study is to investigate the effects of exercise on the 

capacity of PP-H and PV-H to synthesize glucose from dihydroxyacetone @HA) and 

to degrade DHA or glucose to lactate + pynivate. The advantage of using DHA is 

that it can be onented in both glucose or lactate + pynivate production. 



METEIODOLOGY 

Arlimals. The expenments descnbed in this report were conducted according to the 

directives of the Canadian Council on Animal Care. Male Sprague-Dawley rats 

(Charles River Canada, St-Constant, Québec) weighng 280-300 g were housed in 

duo, kept on 12 : 12 h light-dark cycle and fed pellet rat chow and tap water ad libitum 

for 10 to 14 days. The room temperature was maintained at 20-23 O C .  2 days afler 

their amval, dl rats were submitted once a day to an habituation ninning protocol on a 

motor-driven rodent treadmill stming at 15 mlmin (0% grade) for 15 min on the tirst 

day and progressively increased to 26 rn/rnin for 50 min (0% grade) on the fifth day. 

Grozp md exercise prorocol. The day before experimentation, rats were randomly 

divided into a well-fed and an overnight fasted groups. On the day of the experirnent. 

rats were fùrther divided into a rest and an exercise group. The experiments were mn 

between 0930 and 1100. The exercise test consisted of running on the treadmill for 60 

min at 26 m/min (0% grade). At the end of the running or resting period, al1 rats were 

rapidly anaesthetized with pentobarbital sodium (40 m g k g  ip). PP-H and PV-H were 

obtained fiom different rats in each condition. 

IsoIation of heptocytes. Selective isolation of PP-H and PV-H was made according 

to the method descnbed by Gascon-Barré et al. (8) with minor modifications. Briefly. 

the portal vein and the superior vena cava were cannulated with blunted needles (16 

G) for seiective anterograde and retrograde perfbsion and digitonin injection. Both 

needles were positioned to rest at approximately 1 cm to the liver. The liver was 

perfûsed in open circuit in the anterograde direction at 37°C pH 7.4 with saturated 
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(95% O2 5% CO2) perfusion medium at 25 d m i n  for 5 min using a peristaltic pump 

(Cole Parmer Instrument Co). The perfbsion medium consisted of 118.9 rnM NaCI, 

4.76 mM KCI, 1.19 mM KH2P04, 1.19 mM MgS0.g (7Hz0) and 25 mM NaHCOj . 

For selective destruction of PP-H or PV-H, digitonin (Boehringer Manheim) 7 mM 

dissolved in a buffer containhg NaCl 137 mM, KC14.7 mM, CaClz, 1.1 MgSOa, 

0.65 mM, Hepes 10 mM at 90 OC was infùsed at 37 O C  in the portal vein in the 

anterograde direction (PP-H destruction) or in the caval catheter in the retrogade 

direction (PV-H destruction) at 10 d m i n  using a microinfusion pump (Harvard 

Apparatus Inc. mod. 55-1 11). The ifision was maintained until the characteristic 

decolorization pattern was observed (14). In most of the preparations, this was 

achieved in less than 30 sec, the procedure being commonly longer for PV-H 

destruction. M e r  thai, the liver was perfused in open circuit in the opposite direction 

of the digitonin infusion with the perfusion medium previously described for 5 min at 

40 mllrnin. Then, collagenase (Worthingon Biochemical, CLS-2, 274 dmg) 0.35 g % 

in perfusion medium supplemented with 2.4 mM Cacl*, was infused at 12 mumin for 

7-8 min to achieve liver digestion. Digestion was considered complete when gentle 

finger pressure with the finger on the undemeath of the liver lobe resulted in fracture 

of the liver surface (5 ) .  Then the liver was excised and transferred in a petri dish 

where it was gently disrupted. The cell solution was centrifùged twice at 50 G and the 

supernatant discuded. Cells were resuspended in a final volume of approximately 15 

mi in ice cold perfusion medium supplemented with 2.4 mM Caclz in a Falcon tube. 

The upper part of the tube was gassed 1 min with 95% Oz, 5% CO2 and were lefi on 

the ice for 1 h before the incubation. 
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Incubations. Hepatocytes were incubated at 10 rnglml dry weight estimated fiom the 

weight of the wet packed ceUs (dry weight = wet weightl3.8 ref (3)) in closed Mals 

saturated with 95% Oz, 5% CO2 in a final volume of 2,s ml (1 18.9 mM NaCI, 4.76 

mM KCI, 1.19 mM KH2P04, 1.19 m M  MgSOI (7H20), 25 mM NaHCO3.2.4 mM 

Caclz pH 7.4, 37 O C  ). The dry weight of each hepatocyte preparation was 

subsequently determined by letting a precise amount (500 uL) of the hepatocyte 

solution to dry out for two days in a warm dry area. Thus, the precise dry weight 

values of each hepatocyte preparation were used in the calculations. When a 

gluconeogenic substrate was present, 2 % bovine serurn alburnin (Boehringer 

Manheim) combined with oleate 2 mM (Sigma) was added. Cells were leA for an 

equilibration penod of 20 min in the shaking (2 Hz) thennostated watherbath. At t = 

O, either no substrate, or 20 mM final concentration dihydroxyacetone (DHA) (Sigma 

Aldrich) or 40 m M  glucose (Sigma) was added. Incubation were held for 45 min and 

sampling was made every 15 min. Metabolic reactions were stopped by deproteinizing 

the sample (400 ul) in HC104 (final concentration 5 % vol./vol.) and vonexing. Afler 

centrifugation (2 min, 16000 g), the supernatant was removed and neutralised with 

KOH and (2N)-3-(N-morpholino)propanesuifonic acid (0.3 M) for subsequent glucose 

assay (4). 

The glucose fluxes computed were corrected for the endogenous glucose production 

(data not shown) in order to obtain a glucose flux more specific to the added 

substrates. Since the experimentations were performed without any labelled substrate 

in the weil fed state as in the overnight state, ody glucose production fiom DHA in 

the fasted nate can be interpreted as gluconeogenesis, the endogenous glucose 

production in that condition being negligible. 



Analyric methai Statistical analyses were performed by an analyse of variance non- 

repeated-measures design. Statistical signifcance was achieved at P < 0.05. 



RESULTS 

Glutamine synthetase activify. Table 1 shows the distribution of the rnarker enzyme 

giutamine synthetase. The enzyme maximal activity is very low in PP-H compared to 

PV-H, indicating that satisfactory enriched cell preparations were produced. 

Total DHA metabolim. Since fatty acids are present in the incubation medium, the 

flux trough pynivate dehydrogenase is very low, therefore pyruvate oxydation can be 

neglected. Thus, the total DHA metabolism cm be obtained by adding al1 fluxes of al1 

the end products fiom DHA (glucose, lactate and pyruvate). Since two molecoles of 

DHA are required for the formation of one molecule of glucose, the amount of 

glucose produced fiom DHA must be multiplied by two, therefore the total 

metabolism of DHA is given by adding 2 times the glucose flux (b) to the lactate + 

pynivate flux, t hus, J2G-L + ( 1). 

Total DHA metabolism is presented in Fig. 1 .  No difference in the total DHA 

metabolism of PP-H and PV-H were recorded in any of the conditions indicating that 

the sarne amount of DHA was metabolized by the PP-H and PV-H. Exercise led to a 

higher total DHA metabolism in PV-H in the fed state and in the PP-H in the fasted 

state. Although statistically significant, these differences were modest in the sense that 

they did not cause sigrûficant dinerences in the total DHA metabolism values of PP-H 

and PV-H. 

Glucose production (a. JG are presented in Fig 2. In the fed rest condition, PP-H 

released more glucose in the incubation medium than did the PV-H. Since the DHA 

used was not labeiied, one cannot determine if the higher glucose production was 
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solely the result of higher gluconeogenic activity or if the incubation with DHA 

modified the endogenous glucose production. No other significant difference in the JG 

between PP-H and PV-H was noted in the remaining conditions. Exercise in the 

fasted state resulted in higher glucose production in both PP-H and PV-H which, in 

t his case, represent a higher gluconeogenic activi ty . 

Lactate + pyruvule production (Jr +). JL+ h m  DHA are presented in Fig. 3 and 

IL+P h m  glucose are presented in Fig. 4. PP-H values were not different From PV-H 

values in any condition and exercise did not influence significantly the JL+ in any cell 

type. 



DISCUSSION 

The main findings of the present study are that the gluconeogenic activity (glucose 

production in the fasted state) from DHA is similar for both PP-H and PV-H and that 

the glycolytic activity, as reflected by the lactate + pyruvate production from DHA or 

f?om glucose, is also not significantly different between the two cell types. 

Since e ~ c h e d  (PP-H or PV-H) ce11 preparations were used, one could argue that the 

absence of differences between the gluconeogenic activities fiom DHA and the 

giycolytic activities of PP-H and PV-H presented here could be the result of poor ce11 

isolation procedures Le. that the PP-H and PV-H preparations were not truly 

representative of the PP-H and PV-H rnetabolism because of a too high degree of 

contamination between cell types. This conclusion is unlikely since the exact same ce11 

preparations, when incubated with other gluconeogenic substtates such as alanine and 

lactate + pyruvate mixture, displayed significantly different glucose productions (PV-H 

> PV-H) ( ) and also because the PP-V : PV-H ratio of the marker enzyme glutamine 

synthetase is less than O. 1 1  in dl groups which is what is comrnonly seen in the 

litterature (6.12). Therefore, this indicates that the hepatocyte isolation procedures 

performed were successfûl and that the absence of difference between the 

gluconeogenic activities from DHA and the glycolytic activities of PP-H and PV-H 

reponed here appropriately represent the physiologicai reality. 

The similar ghconeogenic capacity (glucose production in the fasted state) from DtW 

in the rested condition found between PP-H and PV-H in the present work contrasts 

with the results of Chen and Katz (6). They reported a 20 % lower giucose 

production €rom DHA for PV-H compared to PP-H. Gluconeogenesis from DHA 

appears to be strongly atfected by the pyruvate kinase flux which is highly sensitive to 
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a decrease in cytosolic ATPIADP ratio (16). In fact, it has been suggested that a 

decrease in cellular ATP concentration (following the addition of metformin) was 

responsible for the activation of the pyruvate kinase activity and. consequently, the 

inhibition of the gluconeogenic process (1). Since it is known that the levels of ATP, 

ADP, and Pi are equivalent in PP-H and PV-H ([O), a similar gluconeogenic capacity 

fiom D u  as seen in the present results, is in agreement with these theoretical 

considerations. 

The flux through pynivate kinase in PP-H and PV-E-i, at least when gluconeogenesis 

from lactate + pyruvate mixture occurs, does not appear to be significantly different 

(12) in PP-H or PV-H. Since this flux can be estimated in isolated hepatocytes by 

measuring the production of lactate and pyruvate fiom DHA (2). one can find that the 

present results corroborates that previous study. On the other hand, exercise has bern 

show to lower hepatic ATP levels (7,9) and this could hypothetically stimulate the 

flux through pynivate kinase and, therefore. produce higher levels of lactate + 

pyruvate in exercised groups. Clearly, this contention is not supponed by the present 

results since the levels of lactate + pyruvate were not affect by the exercise stimulus. 

Since the hepatocytes were exposed to high levels of giucagon during the exercise 

period (9), and that the efects of giucagon result in an inhibition of the pyruvate 

kinase flux (1 1), there is a possibility that both antagonistic efEects (low level of ATP 

and high level of glucagon that stimulates and inhibits respectively flux throush 

pyruvate kinase) have counteraaed each other. 

in surnmary, results fiom the present experirnent indicate that the glucose production 

in the fasted state (considered to be representative of the gluconeogenic capacity) fiom 
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DHA is not difEetent between PP-H and PV-H in the rest and in the exercise 

conditions and that the lactate + pynivate production (considered to be representative 

of the glycolytic capacity) fiom DHA or fkom glucose, is also not significantly 

difEerent between the two cell types. regardeless of the diet or activity conditions. 

Thus, despite different enzyme levels between PP-H and PV-H, DHA metabolism is 

equivalent is both ce11 types. 
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Fig. 1. Total metabolism of DHA, J2GL+, computed by adding t times the 

glucose flux ,JG, to the lactate + pyruvate flux, JL+? of PP-H and PV-H 

in the presence of DHA (20 mM). Results are means i SE for n = 9 in 

each group. + significantly different (P < 0.05) from the corresponding 

rest group of identical type of hepatocyte preparation. 

Fig. 2. Glucose flux, JG, computed from Iinear accumulation of glucose over 

the incubation period of PP-H and PV-H in the presence of DHA (70 

m m .  Results are means * SE for n = 9 in each group. + significantly 

different (P < 0.05) from the corresponding rest group of identical type 

of hepatocyte preparation. * significantly different (P < 0.05) between 

PP-H and PV-H of the same nutritional and activity status. 

Fig. 3.  Lactate + pyruvate flux, IL+. computed from linear accumulation of 

lactate + pyruvate over the incubation period of PP-H and PV-H in the 

presence of DHA (20 mM). Resulrs are means * SE for n = 9 in each 

grou P. 

Fig. 4. Lactate + pyruvate flux, JL+. computed from Iinear accumulation of 

lactate + pyruvate over the incubation period of PP-H and PV-H in the 

presence of glucose (40 mM). Results are means * SE for n = 9 in each 

group - 
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Table 1. Activity of glutamine synthtase in isolated hepatocytes. Values (qmol- 

1 *IO0 mg") are the means * SEM. 

Conditions PP-H PV-H P P - W V - H  

Fed Rest 114 * 14 1086 * 58 0.1 1 

Fed Exercise 28 IO 1126 * 54 0.02 

Fast Rest 45 * 12 723 * 2 0.06 

Fast Exercise 46 i 9 655 * 87 0.07 
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Rest Exercise Rest Exe rcis e 
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Rest Exercise Rest Exercise 
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2.3 Mechanisms of the diffenntiation of erercise-induced gluconeogenesis irom 

alanine in isolated periponal and perivenous hepatocytes 
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ABSTRACT 

It is weii established that in basal conditions, gluconeogenic capacity is higher in 

periportal hepatocytes (PP-H) than in perivenous hepatocytes (PV-H). However, it 

has been show recently that physical activity could induce a loss of the predominant 

PP-H zonation of gluconeogenesis as evaluated by the respective glucose production 

capacities of PP-H and PV-H isolated from overnight fasted exercised rats incubated 

with saturating concentrations of alanine. The purpose of the present study was to 

investigate the mechanisms that differenciate the effects of exercise on the 

gluconeogenic capacity From alanine in PP-H and PV-H. S-D male rats were 

submitted to an overnight fast (18 h) and to a 60 min treadmill exercise bout or rest. 

Metabolic zonation was evaluated on isolated PP-H or PV-H obtained by selective 

destruction after liver pemision with digitonin and collagenase and subsequently 

incubated (30 min at 37°C saturated with 95% O2 : 5% COZ) with increasing 

concentrations (0.6 up to 9.6 mM) of alanine. Results showed that glucose production 

in PP-H was higher than in PV-H, that exercise led to higher glucose production in 

both PP-H and PV-H, and that the difference between the glucose production of PP-H 

and PV-H seen at rest is much less &er exercise but nill significant for alanine 

concentration < 4.8 mM. Despite that PP-H show a theoretical greater capacity for 

gluconeogenesis fiom the fact gluconeogenic enzyme maximal activity and malate- 

aspartate shuttle capacity are predominant in the PP-H, it is demonstrated that the 

diierent glucose productions observed arise fiom steps upaream of pynivate 

generation in the gluconeogenic pathway fiom alanine. 

Keywords: hepatic zonation, glucose flux, liver. 



INTRODUCTION 

Since the proposal of the hepatic metabolic zonation concept @O), numerous studies 

have enlightened the fact that periportd and penvenous hepatocytes (PP-H and PV- 

H), possess different amounts and activities of enzyme, show different morp hometric, 

histochernical, and biochemicd characteristics and, thus, have different metabolic 

capacities (for review (8.10.12- 14)). Regarding carbohydrate metabolism, it appears 

that PP-H possess higher levels of gluconeogenic enzymes and PV-H higher levels of 

glycolytic enzymes (14). Thus, penponal cells display a greater capacity for 

gluconeogenesis and penvenous cells for glycolysis. Indeed, glucose production 

Buxes of isolated hepatocytes incubated in the presence of gluconeogenic substrates 

are two-fold higher in PP-H compared to PV-H (4.1 1,18). The zonation of liver 

carbohydrate metabolism is dpamic and adapts when the glucostatic function of the 

liver changes in order to cope with the metabolic demands imposed by some particular 

physiologic situations such as starvation (>24 tus) (29.3 1) or cold adaptation (2 1.23). 

Over the years, a fair arnount of work has been devoted by nurnerous researchers to 

the comprehension of the exercise induced liver glucose production (glycogenolysis 

and gluconeogenesis) (for reviews: (27,30)) and on the specific intrahepatic 

mechanisms régulating gluconeogenesis fiom alanine during and af'ter exercise (28). 

Until recently ( 5 ) ,  the hepatic zonation has never been considered on the study of the 

exercise induced giuconeogenesis. In this regard, we have shown that physical activity 

could induce a loss of the predominant PP-H zonation of gluconeogenesis seen at rest 

as evahated by the respective glucose production capacities of PP-H and PV-H 

isolated fiorn ovemight fasted exercised rats incubated with saturating concentrations 

of gluconeogenic precursors such as alanine or lactate + pynivate ( 5 ) .  
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The purposes of the present study were therefore threefold: 1) to determine the 

mechanisms responsable for the higher glucose production capacity from alanine of 

PP-H compared to PV-H at rest; 2) to determine the mechanisms responsable for the 

exercise induced glucose production capacity from alanine in both ce11 populations. 

and 3) to determine which mechanism explains that the difference of the glucose 

production fiom saturating concentrations of alanine of PP-H and PV-H exists at rest 

but not &er exercise. 



Animal care. Al1 experiments descnbed in this repon were conducted 

according to the directives of the Canadian Council on Animal Care. Male Sprague- 

Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant, Québec) weighing 280-300 g were 

housed in pairs and allowed pellet rat chow and tap water ad libitum for 10 to 14 days. 

Lights were on from 0700 until 1900, and the room temperature was maintained at 20- 

23 OC. Two days after their amval, al1 rats were submitted once a day to a 5 day 

habituation running protocol on a motor-driven rodent treadmill starting at 15 mlmin 

(0% grade) for 15 min on the first day and progressively increased to 26 m/min for 50 

min (OYO grade) on the fi8h day. 

Grmps and exercise prorocol. Food was removed From cages of fasted rats 

before 1 700 the day before experimentation (2 1 8 h). Since the pool of glycogen in the 

fasted state can be considered as negligible, dl of the glucose production was assurned 

to be the result of gluconeogenesis (23). On the day of the expenment, rats were 

divided into a rest and an exercise group. The experiments were mn between 0930 and 

1 100. The exercise test consisted of running on the treadmill for 60 min at 26 rnlmin 

(0% grade). At the end of the running or resting penod, al1 rats were rapidly 

anesthetized with pentobarbital sodium (40 mgkg ip). PP-H and PV-H were obtained 

fiorn different rats in each condition. 

Isolation of hepatocytes. Seiective isolation of PP-H and PV-H was made 

according to the technique described by Gascon-Barré et al. (7) with minor 

modifications. Briefly, the portal vein and the superior vena cava were cannulated 

with blunted needles (16 G) for selective anteropde and retrograde perfusion and 
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digitonin injection. Both needles were positioned to rest at approximately I cm to the 

liver. The liver was pemised in open circuit in the anterograde direction at 37"C, pH 

7.4 with saturated (95% 02, 5% COZ) perfusion medium at a rate of 25 d m i n  for 5 

rnin using a peristaltic pump (Cole Parmer Instrument Co). The pemision medium 

consisted of 1 18.9 mM NaCl, 4.76 mM KCI, 1.19 rnM KH2P04, 1.19 mM MgSOd 

(7H20), and 25 m M  NaHC03 . For selective destruction of PP-H or PV-H, digitonin 

(Boehringer Manheim) 7 mM dissolved in a buffer containing 137 mM NaCl, 4.7 mM 

KCI, 1 .1  mM CaC12, 0.65 mM MgSO,, and 10 m M  Hepes at 90 OC was inhsed at 37 

O C  in the portal vein in the anterograde direction (PP-H destruction) or in the caval 

catheter in the retrograde direction (PV-H destruction) at a rate of 10 d m i n  using a 

microinfusion pump (Harvard Apparatus Inc. mod. 55-1 11). The infusion was 

maintained until the characteristic discolouration pattern was observed (1  5). In most 

of the preparations, this was achieved in less than 30s, the procedure being commonly 

longer for PV-H destruction. M e r  that, the liver was perfûsed in open circuit in the 

opposite direction of the one used for the digitonin infusion with the perfùsion medium 

for 5 rnin at a rate of 40 d m i n .  Following this, collagenase (Wonhington 

Biochemical, CLS-2, 274 ufmg) 0.35 g% in perfusion medium supplernented with 2.1 

mM CaC12, was infûsed at a rate of 12 d m i n  for 7-8 rnin to achieve liver digestion. 

Digestion was considered complete when gentle finger pressure on a liver lobe 

resulted in tiacture of the liver sudace (2). The liver was, thereafter, excised and 

transferred in a petn dish where it was gently disnipted with forceps. The ce11 solution 

was filtered through a nylon mesh and centrifuged twice at (2 min, 50 x g), and the 

supernatant discarded. Cels were resuspended in a final volume of approximately 15 

ml in ice cold perfusion medium supplemented with 2.4 mM CaC12 in a Falcon tube. 
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The upper part of the tube was gassed 1 min with 95% 0 2 ,  5% CO2 and left on ice for 

I h before incubation. 

Heptocytes incubations. Hepatocytes were incubated at 16 m g h l  dry weight 

estimated fiom the weight of the wet packed cells (dry weight = wet weight/3.8; ref. 

(2)) in closed vials saturated with 95% 4, 5% CO2 in a final volume of 2.8 ml (1 18.9 

mM NaCI, 4.76 mM KCI, 1.19 rnM KH2POa, 1.19 mM M~SOI (7H20), 25 mM 

NaHCO1, 2.4 rnM CaClz 2% bovine serum albumln (Boehnnger Manheim) combined 

with oleate 2 m M  (Sigma), pH 7.4, 37 OC). The dry weight of each hepatocyte 

preparation was subsequently determined by letting a precise arnount (500 uL) of the 

non incubated hepatocyte solution to dry out for two days in a warm dry area. The dry 

weight values of each hepatocyte preparation were subsequently used in the 

calculations. Cells were lefl for an equilibration period of 20 min in the shaking (2 Hz) 

thermostated (37 O C )  waterbath . At t = O, either no substrate, or 0.6, 1.2, 2.4. 4.8 or 

9.6 rnM final concentration alanine (Boehringer Manheirn) was added. Cells were 

incubated for 30 min and sampling (A and B) were made at t = O and t = 30 min. Pilot 

study showed that the glucose production was linear up to 30 min even for the lowest 

alanine concentration. For sarnpling A, 1000 ul of ce11 suspension was cornbined with 

1000 ul of incubation medium without BSA-oleate and centrifuged ( 15 S. 16 000 x g). 

The supematant was then deproteinized with HClOj (final concentration 5% voUvol) 

and vortexing. M e r  centrifugation (5 min, 16 000 x g). the new supernatant was 

removed and neutratised with KOH and (2N)-3-(N-morpholino)propanesuif'onic acid 

(0.3 M) for subsequent glucose and pynivate analyses. The pellet was deproteinized 

with a mixture of HC104 10 % and EDTA 25 nM. After centrifiigation (5 min, 16 000 

x g), the supematant was removed and neutralised with KOH and (2N)-3-(N- 
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morpholino)propanesulfonic acid (0.3 M) for subsequent intracellular alanine analyse. 

For sampling B, 300 ul of ce11 suspension was combined with 800 ul of O. 1 mM 

digitonin (Boehringer Manheim) dissolved in 0.25 M sucrose, 3 mM EDTA and 20 

mM (2N)-3-(N-morpholino)propanesulfonic acid for 15 s and then centrihged ( 1 5 S. 

16 000 x g). The supematant was then deproteinized with HCI04 (fuial concentration 

5% vol/vol) and vortexing. After centrifugation (5 min, 16 000 x g), the new 

supematant was removed and neutralised with KOH and (2N)-3-W- 

morpholino)propanesulfonic acid (0.3 M) for subsequent cytosolic 

phosphoenolpymvate analyse. Glucose was determined spearophotometncally, 

whereas alanine, pymvate. and phosphoenolpymvate were determined fluorimetrically 

(1). 

Quality control of PP-H and P M  enriched preparations. The trypan blue 

exclusion test was nin on each individual sarnpte to obtain a rapid giance conceming 

the quality of the hepatocyte preparation and to avoid the use of an unacceptable 

hepatocyte preparation. Since in the present experiment glucose production fiom 

alanine was measured, we used this glucose production in the basal aate (rest) as Our 

ultimate criteria of ceil viability by comparing our results of glucose fluxes to those 

reponed in similar conditions. Similarly, we used the gluconeogenic fluxes in the basal 

state (rest) to veriS, the adequacy of our PP-H and PV-H e~chmen t  preparations. It 

is weii known that glucose production of PP-H fiom gluconeogenic precursors such as 

alanine are approximately two-fold higher than in PV-H (4.2 1). Gluconeogenic fluxes 

can therefore be considered a good indicator of the finaionality (Le. viability) of the 

ce11 preparation and also the e~chrnent  in PP-H and PV-H ceU preparations. 
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Glutamine synthetase activity was determined in PP-H and PV-H in resting and 

exercising animals to ensure the adequacy of the ce11 enriched preparations ( 1  7). 

Statistical analyses were performed by an analysis of variance for non-repeated- 

measures or Student's t-test for unpaired samples. Statistical significance was achieved 

at P < 0.05. 



RESULTS 

Marker enzyme activity. Table I shows the distribution of the marker enzyme 

glutamine synthetase. The enzyme maximal activity is very low in PP-H compared to 

PV-H, indicating that satisfactory enriched cell preparations were produced. 

Glucose flues. Fig. 1 shows the relationship between the gluconeogenic flux 

(JgIW-), and the concentration of alanine present in the incubation medium of PP-H. 

and PV-H isolated fiom rested (lefi), and exercised rats (right). The endogenous rate 

of glucose production at alanine concentration = O was low. and sirnilar in PP-H and 

PV-H isolated from resting or exercised rats. In al1 experimental conditions, J,i,., 

progressively increased, and reached a plateau as alanine concentration was increased. 

In the resting state, Jgi, was higher (P < 0.05) in PP-H than in PV-H at ail alanine 

concentrations of tested. The average value of the PP-WPV-H ratio of glucose tlu'r 

obtained for the various concentration of alanine was 1.63 * 0.13 (pooled data n = 6). 

Acute exercise significantly increased (P < 0.005) the gluconeogenic flux in both PP-H 

and PV-H for saturating, and sub-saturating alanine concentrations. However, the 

magnitude of the exercise-induced increase in .Idlu= was greater in PV-H than in PP- 

H, particularly for alanine concentrations above 2.4 mM. As a consequence. the 

average PP-WPV-H ratio of glucose flux observed over the entire range of alanine 

concentration decreased of 22 % to reach 1.27 * 0.03 (pooled data n = 6). 

RelationFhips beeiwen intemediaes d glucose prohuctior~ flux and umong 

intemediates Plotting substrates against products over a wide range of values can 
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provide some information conceming which aep in the metabolic pathway is 

responsible for the differences seen between the levels of the variable considered. 

Fig. 2 shows the relationship between intracellular alanine concentration, and that of 

alanine in the incubation medium. The relation is linear over the entire range of alanine 

concentrations indicating that alanine transport is not limiting at high alanine 

concentrations, and no dxerences were observed between PP-H and PV-H either at 

rest and after acute exercise (excepted at 9.6 mM alanine concentration afler acute 

exercise). 

Fig. 3 shows the intracellular alanine concentrations plotted against the Jaiuw. At rest. 

there is a clear double relationship (intracellular alanine concentrations vs J,iUw) 

between PP-H and PV-H. This indicates that at a given intracellular alanine 

concentration, different Jgiurac are obtained depending on which ce11 population is 

considered. This suggest that a difference exist between PP-H and PV-H at a step of 

the metabolic pathway linking intracellular alanine to glucose production in the rest 

condition. In post exercise condition, a single relationship (intracellular alanine 

concentrations vs between PP-H and PV-H is observed which means that at a 

given intracellular alanine concentration, the same Jd- is obtained regardeless of the 

cell population considered. Besides transport, the other factor that controls 

gluconeogenesis from alanine is the transamination of alanine into pynivate (3). 

Plotting the intracellular alanine concentrations vs pynivate concentrations of PP-H 

and PV-H, as in fig. 4, permits to evaluate the transamination aaivity in PP-H and PV- 

H since the two variables are respectiveiy the substrate and the product of the alanine 

transaminase. At rest, there is a double relationship (intraceliular alanine 

concentrations vs pynivate concentration) suggesting a higher transaminase activity in 
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PP-H. in the post exercise condition, a single relationship (intracellular alanine 

concentrations vs pyruvate concentration) between PP-H and PV-H is observed. This 

indicate that the difference seen between intracelJular alanine concentrations and 

pyruvate concentrations of PP-H and PV-H at rest is not longer observed in the post 

exercise condition. This goes along with the conclusion drawn from Fig. 3 i.e. that no 

difference exist between PP-H and PV-H in the metabolic pathway linking intracellular 

alanine to glucose production in the post exercise condition. 

At this point, the strategy is to pursue plotting intermediates concentrations 

downstream in the metabolic pathway against the glucose production flux until a single 

relationship is obtained in the rest situation. This is the case in Fig. 6 where the 

pyruvate concentrations are plotted against Jd, . A single relationship (pyruvate 

concentrations vs Jd-) between PP-H and PV-H is obtained. This indicate that the 

metabolic step(s) of the gluconeogenic pathway responsible for the differences in the 

.Id,, recorded between PP-H and PV-H are located upstream the generation of 

pyruvate in both rest and post exercise condition. Accordingly, when an intermediate 

located downstream of pyruvate in the gluconeogenic pathway (such as 

phosphoenolpynivate in the present case) is plotted against Jglucose (fig. 7). a single 

relationship (phosphoenolpynivate concentrations vs Jd,) between PP-H and PV-H 

is again obtained in both rest and post exercise condition. 



DISCUSSION 

Results from the present experiment with alanine as gluconeogenic precursor confirm 

our previous findings (5). Indeed, in the presence of a saturating alanine concentration 

(9.6 mM), acute exercise sigiuficantly increased the gluconeogenic flux in both PP-H, 

and PV-H compared to rest. Acute exercise also nearly abolished the large difference 

in Jd- observed between both hepatocyte populations at rest (PP-H 1 PV-H for 

Id,,- at 9.6 mM alanine = 1.57 at rest vs 1.14 after acute exercise). In addition, the 

present results show that these effects of acute exercise are also observed for sub- 

saturating alanine concentration as low as 0.6 mM, which is within the physiological 

range of alanine concentration at rest and dunng exercise (26). 

Data obtained in isolated perfused liver, or with mixed hepatocytes preparations. 

indicate that gluconeogenesis from alanine is mainly controlled upstream of pynivate, 

by its transpon into the hepatocyte for low extracellular concentrations: below I mM 

(3,6,24) and by its transamination into pynivate for higher concentrations (3.16). 

Therefore, any differences in steps other than those, between hepatocyte populations. 

or between rest, and exercise, will probably have a negligible efect on the glucose flux 

fkom alanine. Results 6om the present experiment are in line with these results, and 

suggest that at high alanine concentration, Jy, is controlled by the same step in PP- 

H and PV-H, both at rest, and after exercise. Ln addition, in that range of alanine 

concentrations, diierences or changes in the transamination flux seem to be 
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responsible for the zonation of Jd, at rest, and for the stimulation, and loss of 

zonation of Jd,, induced by exercise. 

The strong control exerted by the transamination step is indicated by the fact that in al1 

expenmental conditions, intracellular alanine concentration increased linearly over the 

entire range of extracellular alanine concentration (Fig. 2). In contrast, a clear 

saturation kinetics was observed in the plots relating JsiUCOIC, and intracellular alanine 

concentration (Fig. 3). and the concentrations of pymvate and intracellular alanine 

(Fig. 4). On those two plots, in the resting state, the markedly different relationships 

indicate that the zonation of J,,,, between PP-H, and PV-H is due to direrences in 

the transamination flux of alanine into pymvate. In the exercised state. the fact that 

those relationship plateaued at a higher level compared to the resting state indicatr 

that an increase in the transarnination flux was responsible for the increased 41,, in 

both PP-H and PV-H. In addition, the fact that the double relationships observed at 

rest were no longer present after acute exercise suggest that a proportionally greater 

increase in the transamination flux in PV-H is responsible for the loss of the porto- 

venous zonation of J,,,. 

For a long time, phosphoenolppvate carboxykinase (PEPCK) has been recognized as 

the key enzyme of gluconeogenesis. This was based on the view that control over a 

pathway flux is exerted by a rate iimiting step i.e. enzyme catalysing a non-equilibnum 

reaction which maximai activity is low compared to the activity of the other enzymes 

in the pathway. As recently reviewed (25), it is well established now that control over 

a pathway flux can be potentiaily distributeci over some, if not dl, steps in the 
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pathway. Regarding alanine metabolism, control is achieved by its transport into the 

hepatocytes and transamination hto pynivate (6,24) and it has been show that the 

effect of training on glucose production capacity fi-om alanine was the result of 

increased alanine transport and transamination at low and high alanine concentrations 

respectively (3). Accordingly, the present results suggest that these two steps are 

responsible for the dflerence in ly, between PP-H and PV-H or between rest and 

exercise. This is of major importance in the light of the metabolic zonation concept 

because it indicates that despite a marked penponal predominance of some 

gluconeogenic enzyme maximal activty i.e. PEPCK, hctose 1.6-biphosphatase and 

glucose 6 phosphatase (12) and malate-aspartate shuttle capacity (22) this does not 

contribute to a different glucose production flux. This is indicated by the fact that the 

relationships between intracellular pynivate, and cytosolic PEP on one hand. and 

JdW, on the other hand, were sirnilar in PP-H, and PV-H isolated fiom resting, and 

exercised rats (Fig. 5 and 6). Those single relationships indicate that for a given 

concentration of pyruvate, and PEP, the glucose flux was similar in PP-H, and PV-H. 

In al1 experimental conditions, a single relationship was also observed between the 

concentration of PEP, and that of pyruvate, (fig. 7) which are respectively the product 

and the substrate for the cornbined pyruvate carboxylase (PC) + PEPCK steps. This 

observation fûnher rules out the possible involvement of PEPCK, and other enzymes 

of the PEP-pyruvate cycle. Taken together, those results thus suggest that the 

dserence in glucose flux from alanine between PP-H, and PV-H at rest, is caused by 

an increased supply ofpyruvate, rather then to difEerences in the enzymatic properties 

of steps located downstream of pyruvate. SUnilarly, the stimulation of gluconeogenesis 

as weU as attenuation of the porto-venous zonation of Jd, from alanine induced by 
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exercise, also seems to be caused by an increased supply of pyruvate, rather than to 

activation of steps located downstream of pynivate. However one has to note that 

this conclusion is restncted to the gluconeogenic activity from alanine only since 

control over the gluconeogenic pathway from lactate + pynivate has been proved to be 

strongly exened by the phosphoenolpymvate-pyruvate cycle (9,19). Thus, acute 

exercise induced glucose production from lactate + pynivatc could involved 

adaptations at the level of the phosphoenolpyruvate-pynivate cycle. 

In conclusion, results from the present expenment confirm our previous finding that 

acute exercise increases the glucose flux from alanine in PP-H and PV-H and results in 

a loss of zonation of gluconeogenesis from this precursor. Presumably, in addition to 

stimulating gluconeogenesis in PP-H, increasing the gluconeogenic capacity of PV-H 

represents a efficient mean for meeting the increased glucose demand during exercise. 

Despite that PP-H show a theoretical greater capacity for gluconeogenesis from the 

fact gluconeogenic enzymes maximal activity and malate-aspartate shuttle capacity are 

predominant in the PP-FI, this does not explain the different glucose production 

capacities observed between PP-H and PV-H. Rather, what was seen seems to be 

entirely due to alteration in the first two steps in the giuconeogenic pathway fiom 

alanine, namely its transport into the hepatocyte for low extracellular concentration, 

and its transamination into pyruvate for high concentrations. 
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LEGENDS 

Fig. 1. Glucose flux (Jd,) of PP-H and PV-H at rest and after exercise in the 

presence dEerent concentrations of alanine (0, 0.6, 1.2, 2.4, 4.8, and 

9.6 mM). Results are means SE for n = 8 in each group. * 

signiticantly diferent (P < 0.05) between PP-H and PV-H of the same 

alanine concentration in the incubation medium. 

Fig. 2. Relationship between intra- and extracellular alanine concentrations of 

PP-H and PV-H at rest and &er exercise. Results are means * SE for 

n = 9 in each group. + significantly different (P < 0.05) From the 

corresponding rest group of identical type of hepatocyte preparation. 

Fig. 3. Relationship between intracellular alanine concentrations and J,,,, of 

PP-H and PV-H at rest and ailet exercise. Results are rneans * SE for 

n = 9 in each group. 

Fig. 4. Relationship between intracellular alanine and pymvate concentrations 

of PP-H and PV-H at rest and d e r  exercise. Results are means i SE 

for n = 9 in each group. 

Fig. 5 .  Relationship between pynivate concentrations and Jé, of PP-H and 

PV-H at rest and &ter exercise. Results are means * SE for n = 9 in 

each group. 



Fig. 6.  Relationship between phosphoenolpymvate concentrations and Jgi- of 

PP-H and PV-H at rest and after exercise. Results are means * SE for 

n = 9 in each group. 

Fig. 7. Relationship benveen pymvate and phosp hoenolpyruvate 

concentrations of PP-H and PV-H at rest and after exercise. Resuits 

are means * SE for n = 9 in each group. 



Table 1. Activity of glutamine synthtase in isolated hepatocytes. Values (qmof 

1 100 mg-') are the means * SE. 

Conditions PP-H PV-H P P - W V - H  

Rest 45 It 12 723 * 2 0.06 

Exercise 46 * 9 655 * 87 0.07 
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3, DISCUSSION 

Jusqu'à présent, aucune étude n'avait encore conciliée la zonation du métabolisme 

hépatique et la régulation du métabolisme énergétique à l'exercice. Pourtant, un bon 

nombre de travaux scientifiques ont porté sur ces deux problématiques au cours des 25 

dernières années, particulièrement en ce qui a trait ii la régulation du métabolisme 

glucidique. Les résultats des études qui ont été présentés indiquent sans équivoque 

que la compréhension de la réalité physiologique que constituent les adaptations du 

métabolisme énergétique à l'exercice est approfondie à partir du moment où l'on 

considère que le métabolisme hépatique ne s'opère pas uniformément par tous les 

hépatocytes. 

Les deux premières études de cette thèse se voulaient donc davantage descriptives 

tandis que la troisième étude a permis de cerner des mécanismes pouvant 

potentiellement rendre compte des résultats observés. Les principaux thèmes de 

discussion ayant déjà été abordés dans les articles de la section précédente, ces 

derniers ne seront donc pas répétés dans la présente section. Toutefois. certaines 

hypothéses ou spéculations qui n'ont pas été mentionnées dans les articles sont 

abordées. 

Lon de la première étude, les capacités de production de glucose de cellules 

périportales et périveineuses, obtenues de rats préalablement soumis à des conditions 

alimentaires (jeûne ou noum) et des niveaux d'activité (repos ou exercice) différents 

ont été évaluées. Globalement, les résultats indiquent qu'au repos, les productions de 



glucose des substrats exogènes s'avèrent plus élevées au sein des cellules périponales 

que périveineuses et ce, tant dans I'état de jeûne que bien nourri. En réponse à 

l'exercice, la production de glucose a partir d'alanine a été augmentée dans les deux 

type de cellules. Toutefois, à partir de lactate + pynivate, la production de glucose a 

été augmentée seulement chez les cellules périveineuses, peu importe I'état 

nutritionnel. Dans I'état de jeûne, les cellules pénveineuses se sont montrées 

influencées davantage par I'exercice que les cellules périponales de telle sorte que la 

différence de production de glucose des cellules périponales et pénveineuses 

observées au repos n'est plus significative. 

L'interprétation de ces résultats se trouve, en quelque Sorte. limitée dans la mesure ou 

les substrats néoglucogéniques étaient présentés de façon sélective et a des 

concentrations saturantes. De plus. le milieu d'incubation était dépourvu d'hormones 

dont les effets peuvent moduler la production de glucose des cellules. Toutes ces 

considérations sont le lot de l'utilisation du modèle d'hépatocytes isolés. Les gains 

obtenus en termes de contrôle expérimental, soit l'obtention de mélanges enrichis 

d'hépatocytes périportaux ou périveineux, se traduisent inévitablement en limites 

quant aux infërences possibles de la situation expérimentale à la situation in vivo. 

Force est de constater que ce sacrifice s'avère nécessaire dans l'étude du présent 

phénomène et les expérimentations présentées ont permis de démontrer que le modèle 

d'hépatocytes isolés permet d'&cher certaines différences acquises in vivo lors de la 

période d'exercice. 
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Outre les points déjà discutés dans l'article, une autre hypothèse mérite d'être 

considérée, soit celle des effets potentiels de l'augmentation des niveaux d'adrénaline. 

Plusieurs données de la littérature supportent cette hypothèse. D'abord, il est bien 

connu que les niveaux circulant d'adrénaline augmentent en situation d'exercice 

semblable à celle qui prévaut dans la première étude. Qui plus est, les effets de 

I'adrénaline sur l'augmentation de la production hépatique de glucose chez des rats à 

l'exercice à été mis en évidence (134). Même si dans cette étude les effets de 

l'adrénaline se faisaient particulièrement sentir au niveau de la glycogénolyse, cela ne 

démontre pas pour autant une absence d'effet de l'adrénaline au niveau de la 

néoglucogenese. Lors d'expériences sur des foies isolés et perfûsés, Matsumura et 

Thurman ont démontré que la production de glucose de la région périveineuse 

augmentait davantage que celle de la région périportale en réponse à la présence 

d'adrénaline dans le perfusat (95). 11 se pourrait donc, qu'en situation d'exercice, une 

augmentation des niveaux d'adrénaline circulant soit susceptible d'affecter davantage 

la néogiucogenese des cellules périveineuses et, ce faisant, être responsable de la perte 

de zonation de la production de glucose telle qu'observée au repos. 

Lors de la deuxième étude, les capacités de production de glucose a partir de DHA 

ainsi que les capacités de dégradation du DHA ou du glucose des cellules périportales 

et pénveineuses, obtenues de rats préalablement soumis à des conditions alimentaires 

(jeûne ou noum) et des niveaux d'activité (repos ou exercice) différents ont été 

évaluées. L'avantage d'utiliser un substrat tel que le DHA tient du fait qu'il est un 

substrat pour les deux voies métaboliques étudiées i.e. néogiucogenèse et glycolyse. II 

peut donc indiquer l'aiguillage des substrats qui s'opère au sein des cellules et 
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notamment il est représentatif du flux à travers l'enzyme pynivate kinase. Les 

résultats indiquent que les capacités de production de glucose à partir de DHA des 

cellules périponales et périveineuses augmentent avec I'exercice mais demeurent 

équivalentes entre les deux types de cellules. Les capacités glycolytiques des cellules 

périportales et périveineuses telles que représentées par la production de lactate + 

pynivate à partir de glucose ou de DHA ne sont pas influencées par le type d'activité 

et ne diffèrent pas non plus selon le type de cellules. Tel que déjà mentionné dans 

l'article, le fait de ne pas trouver de différences entre à la production de glucose des 

cellules périportales et celle des périveineuses s'explique relativement facilement à 

partir du fait que la néoglucogenèse à partir du DHA est principalement contrôlée par 

le ratio ATPIADP qui semble être équivalent au sein des cellules périponales et 

périveineuses (5 1). Cependant, il ne faut pas en conclure pour autant que les niveaux 

d' ATP sont équivalents dans tous les hépatocytes de l'acinus. Récemment. Burns (30) 

a démontré qu'au sein de foies de rats ayant jeûné 48 heures perfùsés avec un médium 

contenant 1.5 m M  de lactate, le niveau dYATP se distribuait de façon biphasique le 

long de l'acinus. Les plus grandes concentrations d'ATP se retrouvant donc en zone 

II ou zone intermédiaire, il apparaît donc que les zones périponde et périveineuse 

puissent. pour certaines caractéristiques, ne pas représenter réellement les valeurs 

limites d'un continuum comme c'est le cas pour la majorité des paramètres considérés 

jusqu'ici Le. activités enzymatiques, concentration de substrats, etc. Pour ce qui est de 

I'ATP, ceci revêt une certaine importance puisqu'il a été démontré que les niveaux 

hépatique globaux dYATP fluctuent selon les besoins énergétiques auxquels 

I'organismes peut f&e face dont le jeûne et l'exercice (50,154). Peut-être existe4 

une certaine dynamique insoupçonnée des niveaux hépatiques dYATP qui n'a pas pu 
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être encore démontré en raison de l'utilisation de modèles expérimentaux 'foie total' 

ou 'hépatocytes périponaux et périveineux' négligeant les hépatocytes intermédiares. 

Lors de la troisième étude, les mesures de production de glucose ainsi que les 

concentrations de certains intermédiaires néoglucogéniques ont permis de mettre en 

évidence à quelle étape de la voie néoglucogénique se manifestaient les différences de 

production de glucose entre les cellules périportales et pénveineuses ainsi que les 

effets de l'exercice. En outre, les résultats de cette troisième étude confirment les 

résultats obtenus lors de la première étude à savoir que l'exercice entraînait une 

augmentation de la production de glucose a partir de l'alanine au sein des cellules 

périportales et périveineuses et qu'il en résultait une perte de la zonation de la 

néoglucogenèse à partir de ce précurseur. Cette étude démontre également qu'en dépit 

du fait que les cellules périportales affichent une capacité néoglucogénique théorique 

plus grande que celle des périveineuses en raison de la prépondérance des enzymes 

gluconéogéniques dans la région périportale, ceci n'explique en rien les différences 

observées quant aux capacités de production de glucose des cellules périportales et 

périveineuses. Ces productions inégales de giucose s'avèrent entièrement anribuables 

à des différences quant aux deux premières étapes de la néoglucogenèse à partir de 

l'alanine, soit son transport à I'intérieur de I'hépatocyte et sa transamination en 

p ynivate. 

Ces conclusions ne s'appliquent cependant pas à tous les substrats néoghcogéniques 

pouvant être utilisés par les ceUules périportaies et périveineuses. Tel ne serait pas le 

cas, par exemple, pour ce qui est de la néogiucogenèse à partir d'un mélange lactate + 



pymvate par exemple. À cet égard, les études du contrôle métabolique ont révélé que 

la somme des coefficients du contrôle du flux néoglucogénique des étapes formant le 

cycle phosphoénolpynivate-pynivate est de 64 % (PC : 56 %, transport de 

I'oxaloacétate : 3 % et PEPCK : 5 %). Mais comme le flux dépend des propriétés de 

toutes les enzymes qui entrent dans la constitution de la voie métabolique. la 

répartition du contrôle du flux peut se trouver modifiée en présence d'hormone 

comme le glucagon. Or, en présence de glucagon, la somme des coefficients du 

contrôle du flux néoglucogénique des étapes fomant le cycle phosphoénolpymvate- 

pyruvate grimpe à 95 % (PC : 83 %, transport de I'oxaloacétate : 4 % et PEPCK : 8 

%). On peut donc en conclure que les flux néoglucogéniques des cellules pénponales 

et pénveineuses sont différents dans la mesure où les étapes contrôlant le flux a travers 

la voie néoglucogénique considérée sont différentes au sein des cellules périportales et 

pénveineuses. Tel est les cas, par exemple, pour ce qui est du transport de l'alanine 

qui est plus élevé en région périportale qu'en région pénveineuse (63). 

En poussant un peu plus la réflexion, il est permis de penser qu'étant donné la 

différence de flux néoglucogéniques qu'affichent les cellules pénponales et 

pénveineuses dans les mêmes conditions et à partir du même substrat, la répartition du 

contrôle du flux néoglucogénique des cellules pénponales et périveineuses soit 

différente. Ainsi, pour ce qui est de l'alanine, une étude du contrôle métabolique de 

cette voie pourrait révéler, par exemple, que le coefficient de contrôle du flux exercé 

par le transport de l'alanine est plus grand au sein de l'une des deux populations de 

cellules. 
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4. CONCLUSION ET PERSPECTTWS 

Les études présentées dans le cadre de cette thèse démontrent d'abord que le modèle 

d'hépatocytes isolées s'avère un modèle expérimental adéquat afin d'étudier les effets 

de l'exercice sur le métabolisme glucidique hépatique puisque les cellules isolées 

affichent des caractéristiques qui perdurent suffisamment longtemps en post-exercice. 

Dans un deuxième temps, il est maintenant sans équivoque que les hépatocytes n'ont 

pas tous la même capacité de produire du glucose à partir de divers substrats et que 

ces capacités se trouvent modifiées en réponse à l'activité physique. De façon 

générale, au repos, les hépatocytes périportaux ont une plus grande capacité de 

production de glucose que les cellules pénveineuses. Toutefois. avec la demande 

néoglucogénique imposée par l'activité physique, la capacité de production de glucose 

des hépatocytes périveineux augmente davantage que celle des hépatocytes 

périponaux de manière à assister en quelque sorte ces dernières afin d'assurer une 

activité néoglucogénique suffisante. 

Comme ces études sont les premières à juxtaposer les connaissances de deux domaines 

de recherche i.e. zonation métabolique hépatique et métabolisme hépatique a 

l'exercice, et que, de toute évidence, cet exercice apparaît favorable à une 

compréhension approfondie de ces deux domaines, il est à penser que tout reste 

encore à faire et que la présente thèse ne fait que marquer le début d'une fniaueuse 

ère de recherche à ce sujet. 

Concernant la néoglucogenèse, il serait possible d'évaluer l'effets de certains facteurs 

dans les réponses observées, notamment les effets des variations des taux circulants 
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des hormones pancréatiques ou de la glycémie. Ainsi, on pourrait procéder à un 

verrouiflage sélectif de l'un ou l'autre de ces facteurs au cours de la séance d'exercice 

et conséquemment en mesurer l'importance. 

Outre la néoglucogenèse, l'autre composante de la production hépatique de glucose. la 

glycogénolyse méritent aussi d'être investiguée. II est déjà connu que le métabolisme 

du glycogène est plus rapide dans la zone périportale (49). ce qui signifie que le 

glycogène se trouvant dans cette zone est dégradé et resynthétisé plus rapidement et 

en plus grande quantité que le glycogène de la région périveineuse. A ce sujet. la 

question de la glycogénolyse hépatique induite par l'activité physique aigie demeure 

entière. 

Parmi les autres éléments qu'il serait tout a fait indiqué d'explorer les effets de 

l'entraînement. Il est bien établi que la capacité de production de glucose des 

hépatocytes de rats entraînés est supérieure à celle de rats sédentaires (28). Toutefois. 

rien n'est encore établi quant aux mécanismes d'adaptation respectifs des cellules 

périportales et périveineuses d'une part et, d'autre part, quant aux réponses a 

l'exercice aigu de rats entraînés. 

Un autre facteur dont l'étude est relativement récente et dont il n'a pas encore été 

question est le contrôle du volume cellulaire maintenant reconnu comme un 

déterminant important du métabolisme ceiiulake (62,64). De façon générale, un 

environnement hyperosmolaire ou la présence de certains composés comme le 

glucagon, serait ~ S S O &  à un rétrécissement ou réduction du volume cellulaire ce qui 
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entraînerait un signal catabolique (glycogénolyse) dans la cellule tandis qu'un 

environnement hypo-osmolaire ou la présence de certains composés comme l'insuline, 

serait associé à un gonflement ou accroissement du volume cellulaire ce qui 

entraînerait un signai anabolique dans la cellule (glycogenèse). Puisque le métabolisme 

du glycogène hépatique est particulier aux différentes zones du foie, l'effet des 

variations des volumes cellulaires induits par l'activité physique se devra sans doute 

d'être étudié. 
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