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Les quatre études présentées dans cette thèse de Doctorat s'inscrivent dans deux 

des principaux axes de recherche du laboratoire dirigé par François Péronnet et Denis 

Massicotte. Le premier axe, dans lequel deux ttudes s'inscrivent, est celui de 

l'identification des conditions (type de glucides ingérés, quantité, période d'ingestion 

etc.. . ) qui maximisent l'utilisation des glucides exogènes à l'exercice. Dans ce contexte, 

ces deux ttudes ont eu comme principal but de mesurer l'oxydation de différents 

précurseurs néogluco géniques (lactate, glycérol et alanine) ingérés immédiatement avant 

ou pendant l'exercice prolongé en combinaison avec du glucose. Aucune donnée n ' M t  

disponible a ce sujet et quelques &tudes suggéraient que ces substrats pourraient 

contribuer à la production d'énergie et favoriser l'entretien du pool des intermédiaires du 

cycle de Krebs qui diminue progressivement au cour; de l'exercice prolongé. Le second 

but de ces Ctudes était d'identifier par quelle voie ces précurseurs sont oxydés. En effet, 

que ce soir pour le lactate, le glycérol ou l'danine, deux grandes voies peuvent mener à 

leur oxydation en CO2. La première est la conversion de ces substrats en glucose, suivie 

de i'oxydation de ce glucose par les tissus périphériques. La seconde voie est la prise et 

l'oxydaîion directe de ces substrats par les tissus périphériques. 

' 2  Dans la première étude l'oxydation respmve de "c-lactate et de C-glucose 

ingérés simultanément (25 et 75 g respectivement) au cours d'un exercice de 90 minutes 

effectué k 65 = 3 ?/o du V02max a été mesurée chez six sujets miiles. Les résultats ont 

montré que, lorsque exprimée en pourcentage de la quantité ingérée, I'oxydatioa du 

lactate et du gfucose présents dans le mélange étaient similaires (48 3 vs 45 5 % 

respectivement). Par contre, la quantité de lactate qui a &té possible d'administrer sans 

occasionner de malaises gastro-intesthaux, était beaucoup plus faible que pour le 

glucose. En conséquence, I'oxydation absolue du lactate était trois fois moindre que 

celle du glucose ( I 1, f = 0'5 vs 36,3 l,3 g 1 120 min respectivement) et sa contribution 

à la fourniture d'énergie était seulement de 2,6 r O,4 % comparativement a 8,4 * 1,9 % 

pour le glucose exogène. Lorsque l'oxydation totale du mélange de glucose et de Iactate 

a tte caicuiée, celle-ci s'est avérée similaire à I'oxydation d'une quantité isocalorique de 

"c-giucose (100 g) ingérée dans des conditions similaires (473 = 1,8 vs 50,9 1- 12 g / 



120 min respectivement). Lorsque du 13~-glucose était ingéré, la mesure du rapport 

"c/"c du glucose plasmatique a révélé qu'entre 3 1 et 61 96 du glucose circulant était 

d'origine exogene. Au contraire, lorsque du "c-lactate était ingéré, aucune modification 

du rapport 1 3 ~ ~ 1 2 ~  n'a été observée dans le glucose plasmatique. Il a donc été conclu que 

la majeure partie du lactate exogène ingéré au cours de I'exercice est directement oxydé 

dans les tissus périphériques, sans conversion préalable en glucose par le foie. De plus, 

bien que le lactate soit relativement bien oxydé, il a été conclu que les faibles doses qu'il 

est possible d'administrer sans occasionner de malaises gastro-intestinaux en font un 

substrat exogène moins avantageux que le glucose. 

Dans la deuxième étude, le marquage sélectif au "C a été utilisé pour mesurer 

l'oxydation respective du lactate, du glycérol, ou de l'alanine (C3-substrats: 25 g), 

ingérés en combinaison avec une quantité équivalente de glucose (25 g), immédiatement 

avant un exercice de 120 minutes effectué a 68 + 2 % du VO2rnax chez six sujets mdes. 

Les résultats ont montré que pendant les 80 dernières minutes d'exercice, la quantité de 

glucose exogène oxydée était similaire, peu importe avec quel type de C3-substrat le 

glucose était ingéré (12,8 * 0.5 g en moyenne). La quantité d'alanine oxydée ( 13,5 + 0'6 

g) au cours de la même période était similaire à celie du glucose, et représentait 59 % de 

la dose d'alanine ingérée. Quant aux quantités de lactate et de glycérol oxydées, 

similaires l'une et l'autre (8,5 * 0,7 et 9,9 * 0,9 g respectivement), elles étaient 37 et 27 

% inférieures respectivement a celle de l'alanine, représentant néanmoins plus 37 % de 

la dose ingérée. Lorsque du "c-lactate ou de la "~iilanine était ingéré en combinaison 
13 12 avec du glucose non marqué, le rapport C/ C du glucose plasmatique a augmenté de 4 

%o 6 "C PDB., en moyenne, soit de -20 %o 6 I3c PDB., au repos avant l'ingestion de 

substrats marques, à -16 %O 6 "C PDB.l aprés 60 à 80 minutes d'exercice. II a donc été 

conclu qu'une fiaction du lactate et de l'alanine exogène était transformée en glucose au 

niveau du foie et libérée en circulation pour l'oxydation dans les tissus périphériques. 

Cependant, la comparaison des rapports I3c/l2c du glucose circulant et du COz expiré 

observés dans ces conditions expérimentales suggère que l'oxydation directe du lactate 

et de l'alanine dans les tissus périphériques, sans conversion préalable en glucose par le 

foie est probablement la principale voie d'oxydation de ces deux C3-substrats. En effet, 



13 i S  le rapport CI 'C observé dans le CO2 expiré était systématiquement plus élevé que 

celui du glucose circulant au cours des 120 minutes d'exercice (CO?: -15,2 * 0'4 et - 

12,O = 0,J; glucose plasmatique: 47,5 = 0,- es -16,9 = 0,4 060 8 13c PDBSi dans les 

conditions "c-lactare et "c-alanine respectivement). Globalement, il a égaiement été 

conclu que le glycérol et I'alanine, qui sont bien tolérés par l'intestin. pourraient 

constituer un complément intéressant au giucose exogène, puisque ces substrats sont 

bien oxydés et ne semblent pas interférer avec I'absorption edou l'oxydation du glucose. 

Le second axe de recherche sous lequel s'inscrivent les deux dernières dtudes 

présentées dans la thèse concerne les effets de l'entrainement sur le métabolisme du 

glucose. Dans la troisième étude de la thèse, l'oxydation de 100 g de '3~-ghcose ingéré 

au repos ou durant l'exercice a i té mesurée chez six sujets sédentaires (SS) et SLK sujets 

entrainés (SE). L'oxydation du glucose circulant provenant du foie ainsi que du 

glycogène musculaire ont également été mesurés à p h r  du rapport 13c/"c du glucose 

circulant, du V'~CO? mesuré ii la bouche, et de la calorimétrie indirecte respiratoire 

corrigée pour l'oxydation des protéines. L'hypothèse était que I7o~dat ion du glucose 

exogène pourrait être favorisée chez les sujets enPauiés compte tenu de leur meilleure 

tolérance au giucose et de leur sensibilité accrue à l'insuline, bien que l'entrainement 

soit généralement associé à une diminution de la dépendance envers les glucides comme 

substrats énergétiques. Les résultats ont montré qu'au repos, le devenir oxydatif du 

glucose exogène (8,3 = 0'3 vs 6'6 * 0,8 O), ainsi que du Qlucose provenant du foie (-1.4 

0'5 vs 2,6 0,J 0) étaient plus élevés chez les sujets enmhés que chez les sujets 

sédentaires. Ceci était accompagné d'une meilleure tolémnce au giucose chez les sujets 

entraînés, qui fichaient une aire sous la courbe de la glycémie (95 -+ 65 vs 335 = 60 
unités arbitraires) et de l'insdinémie (24 = 5 vs 53 10 unités arbitraires) inférieure a 

celle des sujets sédentaires. Au cours de l'exercice effectué a puissance absolue 

identique (140 = 5 W: SE = 47 = 2,5; SS = 68 + 3 ?6 du V02 mau ), I'oxydation du ! 3 ~ -  

giucose était plus devée chez les sujets entraînés que chez les sujets sédentaires (29,O = 
2,6 vs 33'6 I 12 0). Au contraire, l'oxydation du glucose provenant du foie (16,8 = 
2'4 YS 24,O * 1,8 gh) ainsi que celle du glycogéne musculaire (36,O = 3,O vs 51,O = 5 3  

fi) était infërieure chez les sujets enpainés. Au cours de l'exercice effectué i puissance 



relative comparable (68 3 % V02max : SE = 3,13 t 0'96; SS = 2'34 5 0'60 L Odrnin), 

l'oxydation du glucose exogène (449 * 1.8 vs 33,6 = 12 fin) et du glycogène 

musculaire (73,8 = 7.2. vs 51,0 = 5,4 gl) était plus élevée chez les sujets entraînés que 

chez les sujets sédentaires. Cependant, malgré mune dépense énergétique plus élevée chez 

les sujers enaainés, l'oxydation du giucose provenant du foie ttait similaire dans les 

deux groupes (77,t = 3'0 vs 34'0 = 1'8 gh). Dans l'ensemble, cette Ctude a donc mis en 

évidence que lonqu'une quantité sipnificative de glucose exogène était disponible, les 

sujets entraînés l'oxydaient de façon préférentielle ce qui, a l'exercice, résultait en une 

tconomie du giycogène hépatique et musculaire. Les résultats obtenus au repos ont 

Cgalement suggéré que ceci serait en partie du à la modification de la tolérance au 

giucose et probablement de la sensibilité a l'insuline. 

La quatrième &de de la thèse est le fruit d'une collaboration avec le Laboratoire 

de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée de Grenoble. Ce laboratoire, dirigé par 

Xavier Leverve possède une grande expertise dans l'étude du métabolisme 

hépatocytaire. Cette collaboration a permis d'étudier, à I'aide d'un modèle d'hépatocytes 

isolés incubés ou périfusés, les effets de l'enaainement en endurance sur la capacité 

néoghwgénique a partir de différents précurseurs (alanine, lactate - ppvate, glycérol, 

dhydracyacétone ) chez le Rat. Les résultats des e,qkriences d'incubations en présence 

de concentrations saturantes de substrats (20 mM) ont montré que I'entrainerncnt 

augmentait le flux néoglucogénique (J@-) a partir de l'alanine (- 64 %), du glycérol 

(- 2 1 *6), du lactate-pynivate (- 1 8%) et du dihydroxyacétone (+ 10 %). L'étude plus 

poussée des mécanismes par lesquels I'entminernent stllnulait la néoglucogénèse à partir 

de l'alanine a par la suite été effectuée. La capacité maximale du transport membranaire 

de l'alanine. mesurée lors d'incubation en présence d'un hhîtbiteur des transaminases 

hépatique, &ait 50 % plus élevée dans les hépatocytes de rats entraînés que dans les 

hépatocytes de rats sédentaires. Les expériences de périfusion d'hépatocytes ont montré 

que pour des concentrations d'alanine inférieures a environ 1 mA4, l'augmentation de la 

capacité de transport membranaire de l'alanine était probablement responsable de 

l'augmentation de Jd- induit par l'ennaînement Cepen- pour des concentrations 

d'alanine supérieures à environ 1 mM, l'augmentation de Ig,, était due a une 



vii 

augmentation du flux de transamination de l'alanine en pynrvate. Des évidences 

indirectes ont suggéré que ceci était dû à une augmentation de l'apport en a- 

cétogiutarate à l'alanine transaminase, résultant d'une augmentation de l'activité de la 

navette malate-aspartate. En effet, au cours des expériences de périfusion la 

consommation d'oxygène et la force proton molrice mitochondride (appréciée a l'aide 

du nppon NADH/NADmifdondnal / NADH/NADcMQLOiiV), deux déterminants de 

l'activité de cette navette, Ctaient respectivement 8 et 105 % plus élevé dans les 

hkpatocytes de rats entraînés. 
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CHAPITRE 1: REWE DE LA L ~ É R A T U R E  



.1 Introduction 

. 1.1 Présentation des études expérimentales 

Depuis 1984, le laboratoire de François Péronnet et Denis Massicone a 

développé avec la collaboration du Laboratoire de géologie isotopique et 

géochronoiogique (GEOTOP) de l'Université du Québec a Montréal, une expenise dans 

i'irude du mitabolisme dss glucides a I'aidc du traçage isotopique au 13c chez 1'Homrne 

[Adopo et al., 1994; Gueze~ec  et al., 1989; Massicotte et al., 1996; Massicotte et al., 

1994; Massicone et al., 1993; Massicotte et al., 1993a; Massicotte et al., 1993; 

Massicotte et al., 1990; Massicotte et al., 1989; Massicotte et al., 1986; Massicotte et al., 

1984; Panteleev et al., 1999; Péromet et al., 1998; Péromet et al., 1993; Péronnet et al., 

1993a; Péronnet et al., 1992; Péromet et al., 1992a; Péronnet et al., 1992b; P é r o ~ e t  et 

al., 19901. Le programme de recherche du laboratoire, qui est subventionne depuis 

plusieurs années par le Conseil de Recherche en Sciences Naturelles et Génie du 

Canada. le Fond pour la formation de Chercheurs et ['Aide à la Recherche, L'Institut 

canadien pour la recherche sur la condition physique et le mode de vie, Sports Canada, 

les producteurs de pàtes de France, et la Fondation Isostar, porte sur l'oxydation de 

substra~ énergétiques exogènes et ses répercussions sur la réponse neuroendocrine et 

métabolique, ainsi que sur l'utilisation des substrats endogènes pendant ou aprés 

l'exercice prolongé, ou suite à un exercice prolongé. Les quatre études rapportées dans 

cette thèse ont été effectuées au cours des cinq dernières années pendant lesquelles un 

passage direct de la Maîtrise au Doctorat a étd effectué. Ces études se regroupent sous 

trois des principaux axes de recherche développés par le laboratoire pendant cette 

période. 

. t . t . l Oxydation de substrats exoaénes à l'exercice 

Un des premiers axes de recherche du laboratoire a été d'identifier les conditions 

(type de glucides ingérés, quantité, période d'ingestion etc ...) qui manmisent 

i'utilisation des glucides exogènes à l'exercice. Les études menées au laboratoire depuis 

1984 ont contribué à montrer que: 



1) le taux d'oxydation du glucose exogène est lie à la puissance absolue du travail 

et à la quantité ingérée, et contribue entre 12 et 17 % à la fourniture d'énergie 

Massicotte et al., 1992; Péronnet et al., 1992aI; 

2) l'ingestion et I'oxydation de glucose exogène ne s'accompagnent pas d'une 

diminution équivalente de l'oxydation du glucose endogène et augmentent 

donc la contribution totale de l'oxydation des glucides a la fourniture d'énergie 

wassicotte et al., 1990; P é r o ~ e t  et al., 1992al; 

3) les polymères de glucose (y compris l'amidon) sont oxydés comme le glucose 

(il avait été suggéré qu'ils puissent ètre vidangés plus rapidement de l'estomac 

en raison de la plus faible pression osmotique qu'ils développent et soient plus 

rapidement disponibles pour l'oxydation: ce qui ne semble pas le cas) 

[Guezennec et al., 1989; Massicotte et al., 19891; 

4) les acides gras à chaîne moyenne ainsi que l'éthanol sont beaucoup moins 

oxydés que ne le sont les glucides (Massicotte et al., 1992a; Massicotte et al., 

19931; 

le fructose, qui est absorbé plus lentement que le glucose et qui doit en grande 

partie être converti en glucose par le foie, est oxydé à un taux moindre que le 

glucose et n'économise pas les réserves endogènes de glucose lonqu'il est 

ingéré pendant l'exercice (il avait été suggéré que la plus faible réponse de 

l'insuline, suite a l'ingestion de hctose, favoriserait l'utilisation des lipides et 

économiserait les rkserves de glucides: ce qui ne semble pas le cas) 

wassicotte et ai., 1990; Massicotte et al., 1989; Massicotte et al., 19861. 

Dans cette thèse, les résultats de deux études slinscrivar.t sous cet axe de 

recherche sont présentés. La première étude visait, à mesurer l'oxydation respective de 

25 g de '3~-lactate et de 75 g de 13~-glucose ingérks simultanément au cours de 

l'exercice et de comparer les taux d'oxydation obtenus avec ceux dune quantité 

isocaiorique de glucose (100 g). L'idée d'utiliser du lactate comme supplément 

énergétique exogène à l'exercice est basée sur un certain nombre d'études 

fondamentales portant sur le taux de renouvellement du lactate circulant prooks et 

Donovan, 19831, sur son rôle comme navette de carbones entre divers tissus [Brooks, 



1986; Maneo et al., 1986; Stanley et al., 19881, ainsi que sur les propriétés du 

transporteur membranaire du lactate [Pilegaard et al., 1994; Roth, 199 11. Ces 

observations ont d'ailleurs été utilisées par certains producteun de boissons énergétiques 

pour sportifs pour mettre sur le marché des boissons contenant du lactate (Cytomêu 9). 

Le but de l'étude était donc de vérifier si le lactate était oxydé de manière significative 

lonqu'il est ingéré au cours de l'exercice. 

Dans le même ordre d'idée, la deuxième étude visait a mesurer l'oxydation de 

'3~-alanine et de '3~-glycérol (25 g) ingérés en combinaison avec du glucose (25 g). 

Tout comme le lactate, ces deux substrats sont des précurseurs de la néoglucogénèse 

(GNG) dont l'apport pourrait favoriser la production hépatique de glucose. De plus, 

l'alanine [Biolo et al., 1997; Tipton et al., 19991 et le glycérol Landau et al., 1996a; 

Previs et al., 19961 pourraient être également oxydés directement par les muscles 

squelettiques. Ces caractéristiques pourraient en faire des substrats exogènes préferables 

aux sels de lactate qui semblent assez mal tolérés par le tube digestif à cause de la forte 

pression osmotique qu'ils exercent [Fahey et al., 199 1 ; Swensen et al., 19941. 

.1. L .2 Mesure de l'oxydation du rrlvcodne hémtiaue et musculaire à l'exercice 

Depuis 1993, le laboratoire a développé un second axe de recherche visant à 

mesurer l'oxydation du glycogene musculaire et du glycogène hépatique au cours de 

I'exercice. La méthode envisagée a été I'e~chissement préalable des réserves de 

glycogène avec du "~-~lucose.  L'équipe de RR Wolfe a Galveston-Texas pomijn et 

al., 19921 a en effet suggéré qu'il était possible d'enrichir artificiellement en 13c 
l'ensemble des réserves de glycogène à l'aide d'une diète riche en glucides marqués au 

13c après un exercice ayant pour but de réduire les réserves de glycogene. Ces auteurs 

ont utilisé cette méthode pour calculer l'oxydation du glycogène, au cours d'un exercice 

de 30 min entre 80 et 85 % du VGmax, B partir de l'e~chissernent estime des réserves 

de glycogène, de l'enrichissement des lipides et des protéines mesuré dans le plasma et 

de la consommation d'oxygene. L'oxydation du glycogène calculée à l'aide de cette 

méthode était identique à celle calculée à l'aide de la calorimétrie indirecte respiratoire 



corrigée pour l'excrétion urinaire d'azote, suggérant que la méthode permettrait de 

marquer de façon sélective l'ensemble des réserves de glycogène (Tableau 1). 

Le laboratoire de Tappy à Lausanne [Gay et al., 19941 a égaiement montré 

qu'après quelques jours de diète contenant 55 % de glucides naturellement ou 

artificiellement e ~ c h i s  en I3c, le rapport ' 3 ~ / ' ' ~  du CO2 expiré issu de l'oxydation du 

glucose au repos était équivalent au rapport 13c/'?c des glucides de la diète. Cette 

observation a suggéré que l'enrichissement en I3c du glycogène avait atteint 

l'enrichissement des glucides de la diète (Figure 1 a). Étant donné que dans cette étude la 

diète n'était pas accompagnée d'exercice visant a une déplétion du glycogène 

musculaire, Gay et ai. El9941 ont émis l'hypothèse que la diète riche en "C permettait 

d ' e ~ c h i r  sélectivement le glycogène hépatique. En guise de support à cette hypothèse, 

Gay et al. [1994] ont aussi mesuré le rappon 1 3 ~ / 1 ' ~  du CO2 expiré au corn d'un 

exercice. Contrairement à l'observation faite au repos, durant l'exercice l'enrichissement 

du COz expiré issu de l'oxydation du glucose était environ 30 % inférieur a 

l'enrichissement en ' 3 ~  des glucides de la diète (Figure 1 b). Ces auteurs ont suggéré que 

cette différence était due à l'oxydation de glycogène musculaire non marqué alors qu'au 

repos, le glycogène hépatique était la seule source de glucose pour I'oxydation (avec la 

calorimétrie indirecte respiratoire, la néoglucogénèse en  considérée dans l'oxydation 

des lipides et des protéines). Par la suite, l'équipe de Tappy a publié deux études dans 

lesquelles cette méthode était mise à profit pour estimer la contribution de la 

néoglucogénèse à la production hépatique de glucose au repos [Gay et al., 1994a; Müller 

et al., 1997l. Cette équipe a comparé l'e~chissement du glucose circulant à celui du 

glycogène hépatique qui est, selon les auteurs, identique à celui des glucides ingérés. 

Dans l'étude de Gay et al. [1994a] effectuée chez de jeunes sujets fëminins, après cinq 

joun de diète, I'enrichissement du glucose circdant au repos après une nuit de jeûne 

correspondait à 49 * 6 % de I'e~chissement des réserves de glycogène hépatique 

(Figure 2). La contribution estirnk de la néoglucogénèse à la production hépatique de 

glucose était donc de 50 * 5 %. Dans I'6tude de Miiller et al. [1997], la contribution de 

la néoglucogénèse à la fourniture de glucose circulant, au repos après une nuit de jehe, 

&tait de 29 * 8 % chez des patients non obèses et de 59 * 10 % chez des patients obèses 



Tableau 1: Oxydation du glucose et des acides gras mesurée au repos a a I'exercice, a 

l'aide de la calorimétrie indirecte respiratoire et de l'enrichissement en ''c du COz 

expiré et des substrats énergétiques. 

i Sujet I Glucose (gj i Acides gras (g) I 

i 
1 

I 

i ~al%i Resp. Ratio "CI"C ; Cal. ind. Resp. j Ratio "c!"c 1 

7 7 

LI t 

! 
' Moyenne * SEM 39,42 I 5,20 1 41,69 15.72 731 1 1  J5 

l i 

Cal. hd. Resp.: Les valeurs ont éré calculées à p d r  de la menue du V02 et du VCOt 

ainsi que de l'excrétion urinaire d'azote. 

Ratio ' 3 ~ 1 1 2 ~ :  Les valeun ont été calculées à partir de l'a~chissement en "C du 

glucose de la diète ainsi que du giucose. des acides gras libres et des protéines 

plasmatiques. 

Les données sont extraites de l'article de Romijn et al. [1992]. 



Jours de diète 

Figure 1: Enrichissement en 13C du CO, issu de l'oxydation du glucose 
endogéne au repos et P l'exercice lomqu'une dilte contenant des glucides 
enrichis en 13C est imposée. Cette figure est extraite de l'étude de Gay et al. 
[1994] dans laquelle 10 sujets ont été soumis pendant 5 jours a une diète 
isocalorique (55 % giucides, 30 % lipides, 15 % protéines) contenant des 
glucides naturellement riches en 13C (maïs) de façon a e ~ c h i r  sélectivement le 
glycogène. A chaque jours l'enrichissement en 13C du CO, issu de l'oxydation 
des glucides était mesuré au repos (a) et au cours d'un exercice de 45 min à 
faible puissance (b). Les résultats sont rapportés en pourcentage de 
l'enrichissement des glucides contenus dans la diète. 



Jours de diete 

Figure 2: Enrichissement en 13C du glucose circulant au repos en situation 
postprandiale lorsqu'une diete contenant des glucides enrichis en 13C est 
imposée. Cette figure est extraite de l'étude de Gay et al. [1994a] dans laquelle le 
glycogène a été e ~ c h  selon la méthode proposée par Gay et al. [1994] (voir 
Figure 1 ) .  L'enrichissement en I3C du glucose circulant est exprimé en % de 
i'e~chissernent des glucides contenus dans la diète, qui est théoriquement 
équivalent a l'enrichissement du glycogène hépatique. La contribution de la 
néoglucogenèse est obtenues eu faisant le rapport ([13C112C glucose plasmatique] / 
[13C/ I2C glycogène hépatique]) x 100. 

Figure 3: Contribution relative de la néogiucoghèse ii la production 
hépatique de glucose chez des sujets sains et obèses A l'état postprandial. Cette 
figure est extraite de l'étude de Miiller et al. [19fl dans laquelle la méthode 
proposée par Gay et al. [1994a]. 



(Figure 3). Dans cette même étude N l e r  et al., 1991, les sujets étaient constitués de 

patients devant subir une chirurgie abdominale (pour des pathologies non reliées au 

foie). Ceci a donc permis d'effectuer une biopsie hépatique pour comparer 

l'enrichissement du glycogène estimé a partir du rapport ' 3 ~ / 1 2 ~  du CO? et 

l'enrichissement réel mesuré à partir de l'échantillon de tissu hépatique. Contrairement à 

l'hypothèse de départ, ces auteurs ont observé que I'e~chissement isotopique réel du 

glycogène hépatique était de 66 à 80 % inférieur a l'enrichissement du glycogène calculC 

a partir du rappon "c/"c dans le CO2 expiré. De plus, l'enrichissement du glycogène 

&ait infëneur à l'enrichissement du glucose circulant (0,002 vs 0,035 ME). Ces 

résultats remettent en cause 1) la possibilité d'enrichir le glycogène hépatique a un 

niveau Çquivalent à celui des glucides de la diète, et 3) l'hypothèse que le rapport 

"c/'*c du CO2 issu de l'oxydation du glucose représente de façon spécifique 

~ ' e~ch i s semen t  en "C du glycogène hépatique. Pour expliquer ces résultats 

contradictoires, Müiler et al. [1997] ont cependant émis L'hypothèse que deux pools de 

glycogène hépatique pouvaient exister: un premier pool à renouvellement lent qui ne 

s'enrichirait pas en "C et ne contribuerait pas a la production hépatique de glucose, et 
13 12 un second pool à renouvellement rapide dont le rapport Ci C serait égal à celui des 

glucides de la diète. Cependant, à défaut de pouvoir vérifier ces hypothèses, il est 

possible que les résultats plausibles de la contribution de la néogiucogénèse qui ont tté 

obtenus jusqu'à maintenant à L'aide de cette méthode soient un artefact. 

En 1993, la possibilité d 7 e ~ c h i r  en '.'c de façon sélective ou non les réserves de 

glycogène hepatique et/ou musculaire nous est apparue tnis intéressante. En effet, il 

n'existe toujours pas de méthode simple et non invasive permettant de mesurer 

I'oxydation des différentes réserves de glycogène et d'estimer la contribution de la 

néogiucogénèse à la production hépatique de glucose à l'exercice. Au cours d'une étude 

pilote, nous avons donc soumis un groupe d'hommes à un exercice prolongé visant à une 

déplétion des réserves de glycogène hépatique et musculaire. Ces sujets ont ensuite suivi 

pendant quelques jours une diète à base de riz artificiellement enrichi avec du [U ''c& 
glucose dans le but d'enrichir en 1 3 ~  le glycogène hépatique et musculaire. Los d'un 

exercice subséquent, I'oxydation des substrats a été mesurée par calorimétrie indirecte 



respiratoire corrigée pour l'oxydation des protéines. L'oxydation du glycogène a 

également été calculée a partir du VCO?, du rapport "c/"c des glucides de la diète et 

du COz expiré à la bouche en utilisant une méthode similaire a celle suggérée par 

Romijn et al. [1992]. Cette étude pilote a permis de confirmer les domees de Romijn et 

al. [1992] en montrant que. l'oxydation du glycogène total (hépatique et musculaire) 

calculée à l'aide du traçage isotopique était similaire à la valeur obtenue par calorimétrie 

indirecte respiratoire. 

Dans une seconde étude pilote menée chez l'Homme, nous avons tenté d'enrichir 

sélectivement en I3c les réserves de glycogène hépatique ou musculaire pour en mesurer 

l'oxydation à I'exercice ainsi que pour estimer la contribution de la néoglucogénèse a la 

production hépatique de glucose tel que l'a proposé Gay et al. [1994a]. La procédure 

utilisée pour l'e~chissement sélectif du glycogène musculaire ou hépatique était la 

suivante: 

1) déplétion des réserves musculaire et hépatique par un exercice prolongé et un 

régime pauvre en glucides; 

2) restauration des réserves par un régime riche en glucides; 

3) déplétion sélective des réserves hépatiques par un jeûne et un régime pauvre en 

glucides; 

4) restauration sélective des réserves hépatiques par un repas riche en glucides. 

Pour marquer les réserves de glycogène musculaire ou hépatique, les glucides 

ingérés en (2) ou en (4) étaient artificiellement enrichis en ' 3 ~ .  L'oxydation du 

glycogène a été calculée à partir du v13c02 au cours d'un exercice de 120 min. a 65 % 

du VOÎmax La contribution de la néoglucogénese à été calculée à partx du rapport 

I3c/I2c du glucose circulant et des glucides de la diète. Les résultats concernant 

l'oxydation du glycogène ont été présentes sous forme de résumés [Odermatt et ai. 1995; 

Odermatt et al., 1995a1 car ils semblaient encourageant. En effet, l'oqdaîion du 

glycogène hépatique et musculaire, au c o r n  de l'exercice, était de 72 et 209 g 

respectivement. Ces valeurs étaient compatibles avec les concentrations moyennes et les 

taux d'utilisation généralement acceptes pour les réserves de glycogène hépatique et 



musculaire [Ahlborg a ai., 1974; Ahlborg et Felig, 1982; Ahlborg et Felig 1977: 

C o g p  et Coyle, 199 11. Toutefois, l'étude n'est pas rapportée en détail dans cene thèse 

et ne fera pas l'objet d'un manuscrit car une analyse plus précise a montre que la 

méthode présentait quelques problèmes. En effet, la conmbution de la néoglucogénèse a 
13 Lt la production hépatique de glucose, calculée a partir du rapport Ci C du glucose 

circulant et des glucides de la diète, s'est avérée incohérente. Dans les conditions 

expérimentales où le gîycogène musculaire avait ité e ~ c h i ,  la contribution de la 

néoglucogénèse était d'environ 15 ?6, ce qui est une valeur plausible (voir section 

3.1.2.2). Cependant, lorsque le glycogene hépathique a été enrichi, une contribution de 

plus de 100 % a été obtenue. Ces résultats ont remis en cause la possibiIité d'enrichir 

sélectivement le glycogène hépatique ou musculaire à un niveau d'enrichissement voisin 

de celui des glucides de la diète. Une explication possible est que des phénomènes de 

dilution et de recyclage font en sorte que 1) l'enrichissement en I3c du glycogène est 

inférieur a celui des glucides de la diète et, 2) des isotopes sont incorporés a la fois dans 

le glycogène musculaire et dans le glycogène hépatique. 

De façon à vérifier l'hypothèse que l'enrichissement du glycogène puisse 

atteindre celui des glucides de la diète, nous avons récemment mesuré l'enrichissement 

en 13c du glycogène hépatique et musculaire chez des Rats soumis a différents types de 

diète. Le matin, les animaux ont d'abord été soumis à un exercice de natation visant a 

une déplétion des réserves de glycogène. Ensuite, pendant toute la journée et la nuit 

d'après, une des diètes suivantes a été administrée: 1 )  &Ji3~6]-glucose à deux niveau 

d'enrichissement différents; 2) ~ 1 3 ~ s ] - h a o s e ;  3) ~13~]-gaiactose;  4) mais. La diète 

au mais a égaiement été poursuivie pendant cinq jours de façon a reproduke le protocole 

utilisé par Gay et al. [1994]. Les résultats ont montré que l'enrichissement des réserves 

de glycogène hépatique était significativement inférieur à l'enrichissement des glucides 

administrés pour l'ensemble des conditions expérimentales testées, même dans le cas où 

la diète au mais avait été poursuivie pendant cinq jours (Figure 4). Dans la mesure où 

I'analyse des résultats de cette étude est en cours, ils ne sont pas présentés dans la thèse. 

Toutefois les résultats indiquent qu'à priori, l'idée de marquer uniformément les 

réserves de hépatique par une simple diète contenant des gucides riches en 'Ic n'est pas 



endo glu fru gala mah 

Figure 4: Enrichissement en 13C des réserves de giycoghe hepcitique chez le 
Rat soumis B un exercice de dépl6tion sum d'une diete glucidique riche en 
13C. La figure présente le rapport I3C/l2C du glycogène hépatique avant et après 
L'administration de différentes diètes e ~ c h i e s  en I3C. Endo : rapport i3C/12C du 
glycogène avant l'administration des diètes, glu : glucose, ih : hctose, gala : 
gaiactose. 



aussi simple qu'elle ne pouvait le sembler. La validité de la méthode proposée par Gay 

et al. ( 1994a) reste donc a démontrer. D'autres études notamment sur les mécanismes de 

restauration du glycogène dans les dew types de tissus sont nécessaires. 

Au cours de ce programme de Doctorat, une quantité importante de travail 

expérimental aura donc été effectué pour tenter de meme au point une méthode non 

invasive de mesure d'oxydation du glycogène hépatique et musculaire a l'exercice. 

Malheureusement, ceci n'a pas mené à des résultats concluants pouvant être publiés. 

. 1.1.3 Effets de l'entraînement sur le métabolisme du glucose 

Dans la suite logique des études visant à déterminer quels sont les facteurs qui 

maximisent l'oxydation des glucides exogènes à l'exercice, le Laboratoire s'est intéressé 

à ['effet que pouvait avoir l'entrahement en endurance sur la capacité a oxyder du 

glucose exogène. En effet, même s'il est bien connu que l'entrainement diminue 

l'oxydation du glucose circulant et du glycogène musculaire au profit d'une oxydation 

accrue des acides gras prooks et Mercier, 1994; Holloszy et Coyle, 19841, 

I7entrainement est également associé à une meilleure tolérance au glucose. à une 

sensibilité accrue à l'insuline pela et al., 19961, ainsi qu'à une capacité supérieure de 

transport non-insulinodépendant du glucose dans le muscle squelettique [Tokuyama et 

al., 19931. 

Dans la troisième étude présentée dans cette thèse, la mesure de l'oxydation 

d'une charge de glucose exogbe a donc été effectuée par traçage au 13c chez des sujets 

sédentaires et entraînés au repos et lors d'un exercice prolongé. De façon à faire une 

comparaison complète à l'exercice, les deux groupes de sujets ont d'abord effectué un 

exercice à la même puissance relative. Une semaine plus tard, les sujets entraînés 

effectuaient un second exercice, mais A la même puissance absolue que les sujets 

sédentaires. L'hypothèse était que malgré leur dépendance accrue envers les acides gras 

comme substrat énergétique, les sujets entraînés oxyderaient plus de glucose exogène 

lonqu'il est ingéré en grande quantité. 



Dans le même axe de recherche, nous nous sommes également intéressés à 

l'étude des adaptations du foie à l'ennainement en endurance en utilisant des modèles rn 

vitro. En collaboration avec Carde Lavoie de l'université du Québec à Trois-Rivitres, 

le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) l'entraînement augmente la sensibilité hépatique au 

glucagon est(sont) investigué(s) avec un modèle de foie pemisé in situ chez le Rat. De 

plus, au cours d'un long séjour effectué au Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale 

et Appliquée de Grenoble, les mécanismes intracellulaires d'adaptation de la voie 

néoglucogénique à I'entrainement ont également été étudiés. 

Plusieurs études in vivo Ponovan et al., 1990; Turcotte et al., 19901 et in vitro 

[Donovan et al., 1997; Podolin et al., 1994; Sumida et al., 1995; Sumida et al., 19931 ont 

r n effet montré que l'entraînement en endurance augmentait la capacité 

néoglucogénique du foie, principalement a partir du lactate et de l'alanine. Cependant, 

les mécanismes cellulaires impliqués dans l'augmentation du flw de la néoglucogénèse 

à partir de ces deux précurseurs sont encore mal connus. Sumida et al. [1993] ont 

suggéré que l'augmentation de la néoglucogénèse à partir du lactate et de l'alanine 

pourrait être expliquée par un(des) mécanisme(s) cornrnun(s), sans toutefois pouvoir 

le@) démontrer. Le but de la quatrième étude présentée dans la thèse était donc d'étudier 

plus en profondeur les mécanismes cellulaires impliqués dans l'augmentation de la 

capacité néoglucogénique à partir de différents précurseurs gluco formateurs, pl us 

particulièrement à partir de l'alanine. Pour ce faire, un modèle d'hépatocytes isoles 

incubes ou périfusCs a été utilisé. La technique de périfusion, ddveloppée par Van der 

Meer et Tager [1976] et qui est couramment utilisée au Laboratoire de Bioénergétique 

fondamentale et appliquée [Argaud et al., 1991; Argaud et al., 1993; Leverve et al., 

1985; Rigoulet et al., 1987 , est une des méthodes de choix pour l'étude des 

mécanismes de régulation des voies métaboliques. Elle permet en effet d'obtenir, à partir 

d'une suspension cellulaires d'hépatocytes isolés, des états stationnaires pour des 

concentrations non saturantes de substrat, tout en bénéficiant des avantages de 

l'utilisation de cellules isolées. il est ainsi possible de faire varier le flux à travers la voie 

néoglucogénique en modifiant la concentration de substrat et en déterminant 

simultanément la concenttanon des intermédiaires iatracelIulaires. 



. f .2 Présentation de la revue de la littérature 

Etant donné la diversité des études inclues dans cette thèse, il est dificile de 

chercher a couvrir dans la revue de la littérature l'ensemble des données disponibles 

pour chacun des thèmes abordés. La littérature concernant l'oxydation de substrats 

énergétiques exogènes et l e m  répercussions sur la réponse neuroendocrine et 

métabolique, ainsi que sur l'utilisation des substrats endogènes à l'exercice prolongé, a 

fait l'objet de plusieurs méta-analyses [Coggan et Coyle. 1991; Hawlev et al.. 1992: 

Sherman et Lamb, 19881 dont certaines issues du laboratoire [Adopo, 1993 ; Péronnet et 

al., 1992a ; Péron.net et al., 1992~1. Pour cette raison, il était inutile de revoir ce sujet à 

nouveau. La revue de la littérature est donc essentiellement axée sur la néoglucogénèse. 

Ce choix est d'abord justifié par le fait que nous nous sommes intéressés a l'étude des 

mécanismes par lesquels l'entraînement modifie les capacités néoglucogéniques du foie. 

Il est égaiement justifié par le fait que dans les études portant sur l'oxydation du lactate. 
13 de l'alanine et du glycérol marqués au C, l'e~chissement isotopique du glucose 

circulant a été mesuré de façon à apprécier quel était le devenir majeur de ces 

précurseurs exogènes à l'exercice: oxydation directe ou conversion préalable en glucose. 

Enfin, nous avons égaiement tenté de développer une technique permettant d'estimer la 

contribution du glucose néofomé à la fourniture d'énergie lors d'efforts prolongés, 

maiheureusement sans succès. 

La revue de la littérature est divisée en trois grandes sections. La première est 

consacrée à une synthèse critique des diffërentes méthodes actuellement disponibles 

pour l'investigation de la néoglucogénèse in vivo car il n'existe pas de revue de la 

littérature complète sur l'ensemble de ces méthodes. De plus, plusieurs des techniques 

utilisées sont excessivement complexes; ce qui rend très difficile l'appréciation critique 

des résultats disponibles daos la littérature, qui sont par ailleurs très variables. 

La deuxième section est principalement consacrée a la synthèse des études 

portant sur la production hépatique de glucose à l'exercice et à la contribution respective 

de la glycogénolyse et de la néoglucogénkse chez l'Homme et l'animal. Une section, 

bien que moins importante, porte également sur les résultats de récentes études montrant 



que la contribution de la néoglucogénèse au repos est beaucoup plus importante qu'on 

ne le pensait initialement. 

La troisième section est, quant a elle, consacrée a la synthèse des données 

disponibles concernant les adaptations du métabolisme hépatique du glucose à 

l'entraînement en endurance chez l'Homme a le Rat. Les modifications induites par 

l'entrainement semblent en partie différentes chez ces deux espèces. Un débat actuel 

concerne I'importance du rôle joué par I'augmentation de la capacité néoglucogénique 

dans l'accroissement de la capacité de travail induite par l'entraînement. 



.2  méthodes d'investigation de la néoglucogénèse in vivo 

L'ensemble des techques disponibles pour l'étude de la néoglucogénèse NI vivo 

peut Ztre divisé en trois grandes catégories. La première catégorie regroupe les trois 

techniques classiques que sont la différence artério-veineuse hépatique, la biopsie 

hépatique à l'aiguille et la mesure de l'incorporation dans le glucose de I3c ou "C issu 

de précurseurs néoglucogéniques ou de bicarbonates marques infusés. La de~xieme 

catégorie regroupe l'ensemble des méthodes isotopiques basées sur des modèles du 

cycle de l'acide citrique (CAC) et de la néoglucogénèse. Ces modèles ont été développés 

pour tenir compte des phénomènes d'échanges et de dilution des isotopes, qui 

constituent la grande limite des méthodes isotopiques standards d'infusion de 
14 précurseurs marqués. Les méthodes, telles que l'infusion de C-acétate, l'analyse 

d'isotopomeres de masse du glucose lors d'une infusion de &J'3~&glucose, ainsi que la 

biopsie chimique au phényl-acétate de la glutamine hépatique, font partie de cette 

catégorie. Enfin, la troisième catégorie est constituée des méthodes isotopiques ne 

nécessitant pas de modèle de correction pour les échanges et la dilution isotopique dans 

le cycle de Krebs. 11 s'agit de 1) l'analyse de distribution des isotopomères de masse du 

glucose (ADW; 2) l'ingestion d'eau deutérée (?H~o); 3) la spectroscopie de résonance 

magnétique nucléaire du " ~ - ~ l ~ c o ~ è n e  (I3~-RMN) couplée a ['imagerie par résonance 

magnétique (IRM) et 4) la méthode d'e~chissement préalable des réserves de 

glycogène ou méthode de Gay. 

.2.1.1 Différence arténo-veineuse hé~atiaue 

Entre 1970 et 1980 une série d'études classiques pour la plupart d'origine 

Scandinave ont rapporté, à l'aide de la différence arterio-veineuse hépatique, des 

mesures quantitatives de la contribution de la néoglucogénése à la production hépatique 

de glucose au reps  ainsi qu'a rexercice chez 1'Homme [Ahlborg et Bjorkman, 1990; 

Ahlborg et al., 1986; Ahlborg et Felig, 1982; Ahlborg et Felig, 1977; Ahlborg et ai., 

1974; BjBrkman et Eriksson, 1983; Bjorkman et al., 1981; Chiasson et al., 1980; 

Chiasson et al., 1975; Mghlum et al., 1976; Sestoft et al., 1977; Toftegaard et Thomsen, 



1979; Wahren et al., 1975; Wahren et al., 19711. Cette technique a éré peu utilisée par la 
@ suite i cause de son caractère invasif N~anmoins, les =rudes qui ont mis i profit cette 

mithode ont contribué de façon importante à notre compréhension du métabolisme 

glucidique du foie en réponse au jeûne prolongé pjorkman et Eriksson, 19831, a 

l'ingstion de giucose [Ahlborg et Felig, 19821 et de microse [Ahlborg et Bjorkman, 

19901, en réponse à I'insuiine [Chiasson et al., 19801 et au glucagon [Bjorkman et al., 

1981; Chiasson et ai., 19751, ainsi que dans un état pathologique comme le diabéte 

[Sestoft a al., 1977; Wahren et al., 19751. De plus, dans certaines études, l'utilisation 

simultanée de la balance artério-veineuse hépatique et musculaire à permis &évaluer les 

échanges de précurseurs néoglucogéniques entre le muscle et le foie [Ahlborg et 

Bjorhan, 1990; Ahlborg et al., 1986; Ahlborg et Felig, 1982; Ahlborg et Felig, 1977: 

Ahiborg et al., 1974; Tofiegaard et Thomsen, 1979; Wahren et ai., 19751. Sous ses 

aspects pratiques, cette technique nécessite la pose d'un cathéter au niveau d'une artère et 

dune veine hépatique sous contrôle fluoroscopique. Des prélèvements séquentiels de 

sang au niveau de i'artère et de la veine hépatique permettent de calculer la différence de 

a concentration artério-veineuse pour chacun des substrats mesurés. Le couplage de la 

différence de concenûation artério-veineuse et du débit sanguin hépatique mesuré par 

dilution permet de calculer différents flux. Dans toutes les études rapportées, le débit 

sanguin hépatique a été mesuré par dilution du vert d'indocyanide Uifusé à débit 

constant, soit dans une veine soit dans une artére. 

La balance arténo-veineuse hépatique présente plusieurs aspects intéressants. 

Cette technique permet l'accès a des informations multiples et variées à un moment 

précis dans le temps. Elle permet de mesurer a la fois des extractions (oxygène et 

précuneun glucofomateurs) et des flux (consommation d'oxygène, flux 

néogiucogénique, production hépatique de glucose), ce qui constitue une caractéristique 

unique. La possibilité d'estimer la néoglucogénèse a partir de plusieurs précurseurs de 

façon simultanée, constitue égaiement une caractéristique intéressante. 

Cependant, la mesure de la néoglucogénèse par différence sutério-veineuse 

e; hépatique présente des limites qu'il est important de considérer. La première limite est 



L'hypothèse que la masse de glucose issue de la néoglucogénèse correspond à la somme 

des masses nettes de précurseurs glucoformateun e.xtraits par le foie, c'est a due que 

tous les précurseurs captés par le foie sont transformés en glucose, a libéré en 

circulation [Chiasson et al., 1977. La deuxième limite est que l'extraction hépatique des 

précurseurs néogiucogéniques acheminés au foie par la veine port< n'est pas 

comptabilisée [Chasson et al., 19771. Toutefois, ceci ne mène pas a une grande sous- 

estimation de l'extraction nette réelle des précurseurs glucoformateurs circulants par le 

foie puisque chez Le Chien [Abumrad er al., 19821 et I'Homme PjBjorkman a a1.,1990], 

l'intestin libère relativement peu de précurseurs. La troisième limite est que la mesure du 

flux néoglucogénique repose sur des calculs effectués à partir de  tau,^ nets d'extraction et 

de production par le tissu splanchnique. Étant donné que le foie peut capter et libérer de 

façon simultanée des précurseurs et du glucose. les valeurs nettes d'extraction et de 

production des précurseurs giucoformateun et du glucose respectivement peuvent èbes 

inférieures aiLu extractions et productions réelles. La quatrième limite est que la 

néogiucogénèse à p d r  de précurseurs intra-hépatiques n'est pas comptabilisée [Petersen 

et al., 19961. 

Dans l'ensemble, certains auteurs masserman et ai., 1993; Chiasson et al., 1977 

ont initialement conclu que la balance hépatique pexmetîait d'obtenir une estimation 

maximale de la contribution de la néoglucogénèse, principalement à cause de 

l'hypothèse que 100 96 des précurseurs extraits &aient convehs en glucose puis libérés 

en circulation. Cependant, certaines limites techniques mentionnées précédemment 

mènent, quant à elles, à une sous-estimation de la conaibution réelle de la 

néoglucogénèse. En fait, plusieurs études récentes [Laudau et al., 1996; Peterssen et al., 

19961 menées à l'aide de méthodes plus sophistiquées montrent que la technique de la 

différence artério-veineuse, contrairement aux hypothèses initiales, sous-estime de façon 

importante la contribution de la néoglucogénèse. Malgré cette limite, la balance 

hépatique en une technique de choix pour l'étude du métabolisme hépatique du glucose 

parce qu'elle donne accès a certaines informations uniques, telles la consommation 

d'oxygène hépatique et les taux d'extraction de plusieurs métabolites de façon 

simultanée. 



2 .1  -2 Biopsie hénatique 

Très peu d'études pulmian et Nilsson, 197 1 ; Nilsson et Hultman, 1974; Nilsson, 

1973; Nilsson et al., 1973a; Nilsson et Hultman, 1973bl ont utilisé la biopsie à l'aiguille 

afin d'étudier le métabolisme du glycogène hépatique pour des raisons Chiques 

évidentes. Seul le groupe de chercheurs de Nilsson et Hultman a mis à profit cette 

technique pour mesurer la concentration de glycogène en période pst-absorptive 

[Nilsson, 19731, a la suite d'un jeûne total [Nilsson et Hultrnan, 1973b], après le suivi de 

différents types de diètes milsson et al., 1973a1, a la suite d'une infusion de glucose ou 

de hctose milsson et Hultrnan, 19741 et enfin, à la suite d'un exercice Bultman et 

Nilsson, 19711. L'étude de Nilsson et al. [1973a] est cependant la seule qui a calculé la 

contribution respective de la glycogénolyse et de la néogiucogénese à la production 

hépatique de glucose. Dans cene étude, la biopsie hépatique sériée a en effet été 

combinée à la différence arténo-veineuse hépatique; ce qui a permis de mesurer les 

échanges splanchques et la concentration de glycogène de façon simultanée. (Sous ses 

aspects pratiques) Le foie est repéré par fluoroscopie et la biopsie hépatique est effectuée 

a l'aide d'une aiguille de 1,2 a 1,4 mm fixée a une seringue contenant 3 mL d'une 

solution saline à 4°C. Après une anesthésie cutanée locale, l'aiguille est introduite par la 

voie intercostale. Un échantillon de tissu, dont la masse varie entre 5 et 20 mg, est 

directement aspire dans la solution saline ~ i l s son ,  19731, ce qui ea suffisant pour faire 

2 a 3 aliquots. Cette technique a permis de montrer que l'activité giycogénolytique du 

tissu après le prélèvement était très faible et ne contribuait pas a sous-estimer la 

concentration de glycogène hépatique [Nilsson, 19731. 

Dans les quelques études qui ont utilise cette technique, des prélèvements sériés 

de tissu hépatique ont été effectues pour déterminer des flw glycogénolytiques moyens 

au cours d'une période de temps donnée. Sous-jacent i l'utilisation de prélèvements 

sériés, l'hypothèse est que la concentration de glycogène hépatique est similaire au sein 

de tous les lobes du foie ainsi que d'une région à l'autre d'un même lobe. Cette 

hypothèse est supportée par les résultats d'études chez l'animal et chez l'Homme (lors 

d'autopsies) montrant une homogénéité de la concentration de glycogène dans les 

différents lobes hépatiques [Popper et Wozasek, 1931; Swensson, 19451. De plus, 



Nilsson [1973] a rapporté des concentrations de glycogène similaires dans deux 

ichantdlons de biopsie prélevés à cinq minutes d'inte~valle a deux endroits différents . 

Cette observation de Nilsson [1973] n'exclut cependant pas que le métabolisme du 

glycogène soit zoné au sein des acinus hépatiques enne la région péripomle et 

pénveineuse [Jungermann et Kier~nam, 19961. Elle(s) confïrme(nt) simplement 

l'observation que la zonation métabolique du foie n'es  pas macroscopique. 

Une autre hypothèse sous-jacente aux prélkvernents sénés pour calcuier un flux 

glycogénolpque moyen est que la biopsie n'induit pas de perturbations 

neuroendocrines susceptibles d'augmenter la contribution de la glycogénolyse a la 

production hépatique de glucose. En effef l'adrénaline est un puissant stimulant de la 

glycogénolyse et le stress associé au prélèvement pounait faire augmenter la 

concentration de glucose. Toutefois, sur la base d'une absence d'élévation de la pression 

artérielle et de la fréquence cardiaque Ion des prélèvements de tissus, Nilsson [1973] a 

conclu que la stimulation du système sympathique était probablement faible. 

Une des limites majeures de la biopsie hépatique est qu'elle permet seulement de 

détexminer la concentration de glycogène par gramme de tissu. Pour calculer la 

contribution de la glycogénolyse à la production hépatique de glucose il est donc 

nécessaire d'utiliser une estimation de la masse du foie. Daas la plupan des études qui 

ont utilise cette technique pour mesurer la contribution de la glycogénolyse hépatique à 

la production de glucose pultman et Nilsson, 1971; Nilsson et al., 1973a; Nilsson et 

Huitman, 1973b], une masse hépatique estimée (1800 g ou rd), déterminée a partir de 

domees morphométriques obtenues sur des cadavres, a 2té utilisée. Or, de récentes 

données, obtenues par imagerie de résonance magnétique, ont montré que cette masse 

hépatique estimée était supérieure à la masse hépatique moyenne (environ 1, j  L) 

mesurée chez des sujets vivants et sains petersen et al., 1996 ; Rothman et al., 19911. 

Par conséquence, la contribution de La glycogénolyse rapportée dans ces études 

[Hultman et Nilsson, 1971; N h o n  et al., 1973a; Nilsson et Huitman, 1973b], est 

surestunée. Cette surestimation de la contribution de la glycogénolyse résulte donc en 

une sous-estimation de la conmbution de la néogiucogénèse lorsque celle-ci est calculée 



par différence entre la production hépatique de giucose (mesurée à l'aide de la différence 

artério-veineuse ou de tnceun isotopiques) et le flux glycogénolytique moyen 

2 . 1 .  Infusion de ~recurseurs néoelucoeéniaues marqués au ''c ou au I'c 

L'administration de précurseurs aéoglucogéniques marqués avec un isotope 

stable (%) OU radioactif (lac) du carbone a ité abondamment utilisée pour l'étude de la 

néoglucogénese tant chez l'animal que chez l'humain. L'infusion de précurseurs 

marqués a tté couplée à des modèles et des méthodes d'analyse plus ou moins 

complexes pour le calcul de la contribution de la néoglucogénese a la production 

hépatique de glucose [Chiasson et al., 1977; Consoli et al., 1990; Consoli et al., 1990a: 

Diraison et al., 19981. Dans sa version classique, qui est la plus simple, le flux de la 

néogiucogénése est déterminé en comparant directement l'enrichissement isotopique 

( i 3 ~ )  OU l'activité spécifique ("c) du précurseur marqué et du glucose dans le sang 

artériel à l'ttat stable. Lonqu'un état stable d'enrichissement isotopique est atteint 

l'équation suivante permet donc de déterminer le flux de la néoglucogénese: 

Équation 1: 

pmole de précurseur incorporé / min = EI glucose (%) / EI précuneur ( O h )  x Temps (min) 

ou EI (%) est I'e~chissement isotopique du glucose et du précuneur sélectionné dans le 

plasma a l'état stable [Chiasson et al., 1977; Hetenyi, 19821. 

Bien que cette technique soit encore utilisée aujourd'hui [Chiasson et da 1997: 

Stumvoll et al., 1998; Stumvoll et al., 19961, il est maintenant bien acquis qu'elle n'est 

pas quantitative mais constitue, au mieux, un index grossier de la aéoglucogénèse a 

partir du précurseur étudié. Ceci est dii a trois importantes Limites méthodologiques. La 

première est que des échanges non négligeables de carbones ont lieu entre certains pools 

de précurseurs néogiucogéniques. II est donc impossible de dire que 1 ' incorporation 

d'isotopes dans Le glucose représente réellement la conaïbution du précurseur étudie 3 la 

production de glucose petenyi et al., 19801. En effet, Hetenyi et al. [1980] ont montré 

que lorsque du  alanine était infusé chez le Chien, 46 9% des carbones de 

l'alanine incorpores dans le glucose avaient préalablement transité dans le pool de 

lactate. Cette limite a une conséquence évidente: il est impossible de calculer la 



contribution totale de la néoglucogénèse à 

la somme de la contribution de chacun 

expériences différentes. 

la production hépatique de glucose en faisant 

des précurseurs marqués mesurée dans des 

La deuxième limite est que l'enrichissement isotopique réel du pynivate intra- 

hépatique, lorsque des précurseurs marqués tels le lactate et l'alanine sont administrés, 

est inconnu. En effet, l 'e~chksement isotopique du précurseur mesuré dans le sang 

artériel n'est pas représentatif de i'e~chissement isotopique du pyvate intra- 

hépatique à cause d'un phénomène de dilution par des précurseurs endogènes [Diraison 

et al., 1998; Landau et al., 1995b; Large et al., 19951. Ainsi, l'utilisation de 

l'enrichissement isotopique du précurseur mesuré dans le sang artériel amène à une 

sous-estimation de la contribution de la GNG. Cette sous-estimation de la 

néoglucogénèse est d'autant plus importante que la dilution du ppvate, marqué par des 

précurseurs endogènes non marqués, est grande. 

La troisième limite est l'existence d'échanges de carbones au niveau du pool 

d'oxaloacétate (OAA) mitochondnal, due au croisement de la voie de la néoglucogénèse 

avec celle du CAC petenyi, 19821. Dans ces échanges, les atomes de "C (ou *y) 
provenant du précurseur marqué (lactate, pyruvate ou alanine), sont perdus sous forme 

de "CO? (ou ' ' ~ 0 ~ )  et remplacés par des atomes de I2c provenant de l'acétyl-CoA 

(Figure 5). De ce fait, l'enrichissement isotopique (ou l'activite spécifique) du 

phosphoenolpynivate (PEP) et donc du glucose synthétisé est inférieur a celui du traceur 

néoglucogénique, entraînant une sous-estimation de la néoglucogénèse. Les méthodes 

mises au point pour quantifier ces échanges seront abordées a la section 2.2. 

.2.1.4 Infusion de 13c OU "c-bicahnates 

L'infusion de bicarbonates marqués (N~H'~co~) a été employée chez l'Homme 

au repos pour étudier la néoglucogénèse WcMahon et al., 19891 et la voie indirecte de 

synthèse du glycogène hépatique après ingestion de glucose [Radnuk, 1989al. Cette 

méthode a kgaiement été utilisée par Coggan et al. [1995] pour étudier l'effet de 
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Figure 5: Distribution des carbones du WL4CJ-pyruvate dans les 
intermédiaires de la voie néoglucogénique et du cycle de l'acide citrique. À 
chaque tour du CAC, les atomes de I4C issus du pynivate (rouge) sont perdus 
par décarboxylation et remplacés par des atomes de '% issus de I'acétyl-CoA, 
qui provient principalement de looxy&tion des acides-gras (noir). Les atomes de 
I4C du pyruvate sont également dilué par I'incorporation. par la PC, d'atomes de 
12C0, (vert). Globalement, l'activité spécifique du glucose et du PEP est donc 
moindre que celle du précurseur marqué infusé (pyruvate, lactate ou alanine). 



l'entrahement en endurance sur la contribution de la néoglucogénese a la production 

hépatique de glucose au repos et durant l'exercice prolongé. 

il faut noter que le carbone du COz ne contribue pas de façon nette a la 

néoglucogénese. Par contre, étant donné qu'il est incorporé dans l'oxaloacétate par la 

pynivate carboxylase (PC), il se retrouve incorporé dans le glucose (Figure 6). Son 

entrée étant directement proportionnelle au flux de synthèse du PEP a partir du pynivate, 

il est possible d'estimer la contribution fractionnelle de la néoglucogénèse en comparant 

l'enrichissement isotopique du bicarbonate et du glucose dans le sang m é d .  

L'équation utilisée est donc relativement similaire à celle qui est utilisée lors d'une 

infusion de précurseurs néoglucogéniques marqués (Equation 1 section 2.1.3) [Coggan 

et al., 1995; Ryan et al., 19931: 

Équation 2: 

pmole de PEP incorporé / min = EI glucore (%) / EI COz expiré (%) X Temps (min) 

Ou I'e~chissement isotopique du CQ expiré est considéré comme représentatif de 

L'enrichissement du COz intra-mitochondnal. 

Cette technique présente deux avantages par rapport a la méthode standard 

d'ùifusion de précuneun marqués. Le premier est que le N ~ H " C O ~  permet de mesurer 

la néoglucogénèse a partir de l'ensemble des précurseurs néoglucogéniques qui ont le 

PEP comme intermédiaire. Ceci élimine le problème relié aux échanges de carbones 

entre les différents pools de précuneurs néoglucogéniques, lorsque des précurseurs tel le 
13 C ou "c-lactate ou alanine sont utilisés wetenyi et al., 19801. Le second avantage est 

que, contrairement a la méthode d'uifusion de précurseurs marqués, la quantité réelle 

d'isotopes qui pénètrent dans la voie néogiucogénique est mieux connue. En effet, le 

COt n'est pas compartimenté dans les mitochondries hépatiques [Esenmo et al., 19921. 

De plus, avec les doses de traceur utilisées, il n'y a pas d'effet isotopique entre les 

bicarbonates circulants et le COz expiré [Panteleev et al., 19991, si bien que 

l'enrichissement isotopique du COz expiré à la bouche reflète bien I'enrichissement 

isotopique du CO2 mitochondrial [Esenrno et al., 19921. 
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Figure 6: Incorporation d'isotopes dans le glucose lors d'une infusion de 
bicarbonates marqués. La fixation de CO, par la PC est une étape obligatoire 
dans la néoglucogénèse à partir de l'ensemble des précurseurs qui font leur 
entrée dans la voie au niveau du pyruvate. Le carbone marqué du NaHCO, 
(rouge) se retrouve en position O, de I'oxaloacétate, E, du PEP et G,, G, du 
glucose. Parce que I'oxaloacétate et le fumarate sont des molécules symétriques 
et que la fumarase fonctionne à l'équilibre, des carbones marqués issus du 
NaHCO, sont également incorporés en position F, et O, du fumarate et de 
1' oxaloacétate. 



Par contre, cette méthode présente deux inconvénients majeurs. Le premier est 

que la néoglucogénese a partir du glycérol est inclue dans le flux de la glycogénolyse 

Padziuk, 19821. Le second inconvénient qui est le plus important, est que cette 

technique n'échappe pas au problème de sous-estimation du flux néoglucogénique dû 

aux échanges isotopiques dans le CAC [Coggan et al, 1995; Esenmo et al., 1992; Ryan 

et al., 19931. En effet, l'enrichissement isotopique du PEP et donc du glucose dépend 1 )  

du degré d'équilibration isotopique entre le fumarate et l'oxaloacétate, 2) du flux du 

CAC (flux de la citrate synthase) par rapport au flux d'oxaloacétate en PEP et 3) du 

recyclage isotopique par le cycle futile entre le PEP et le pyruvate (Figure 7). 

.2.2 Quanti/catioon de L'échange isotopique et modélkution & la néugiucogénése et 

du cycle de l'acide citrique 

2.2.1 Modèle de Weinman et al. 

Dans les années 1950, Strisower, Chaikoff et Weinman ont étudié la distribution 

du '"c de l'acétate dans le glucose et le CO2, sur des tranches de foie de rats incubées 

[Katz et Chaikoff, 1955; Stnsower et al., 1952; Weinman et al., 19571. Ces auteurs ont 

développé un modèle relativement simple de la néoglucogénèse et du CAC (Figure 8) 

comportant seulement deux variables; un influx d'acétate marqué qui correspond au flux 

du CAC (flux de la citrate synthase (CS)) et un influx de carbones non marqués, 

provenant d'une source autre que l'acétate et qui dilue le 14c provenant de l'acétate. 

Weinman et al. [1957] ont défini le facteury comme suit : 

Équation 3: 

y = Flux d'entrée de carbones non maqués dans k CAC / Flux d'entrk de carbones de I'icétate 

dans le CAC 

Les sources de carbones non marqués sont: les carbones du pynivate et des 

précurseurs qui entrent au niveau du pymvate, le COz issu de la carboxylation du 

pymvate en oxaloacétate ainsi que les carbones provenant des acides aminés qui, par 

tramamination forment des intermédiaires du CAC. 



Figure 7 : Facteurs influençant l'enrichissement isotopique du PEP lorsque des 

bicarbonates marqués sont utilisés. Le carbone du N ~ H ' ~ C O ~  (ou N~H"'co~) (rouge) 

est incorporé en position 0 4  de l'oxaloacétate. En supposant un équilibration rapide et 

complète de la réaction catalysée par la fumarase (flèches rouges : 1), des atomes de 13c 
se retrouvent sur les carbones externes du fumarate, et du malate et sur les carbones 

internes du glucose. L 'e~chis~ement  isotopique théorique de ces atomes de carbone est 

donc égal à 50 % de l'enrichissement du NaHCO3. Cependant, leur enrichissement 

isotopique réel dépend également de la vitesse relative du CAC par rapport à la 

néoglucogenèse (2). Ceci est dû au fait qu'à chaque tour du CAC, des atomes de ''c 
provenant de l'acétyl-CoA se retrouvent également sur les carbones externes du 

fumarate, et du malate et sur les carbones internes du glucose (Al). L'incorporation de 

I3c dans le glucose dépend également de l'importance du recyciage isotopique par la PK 

(3). En effet, si le PEP marqué forme du pynivate marqué en position Pt,  le I3c est 

perdu par décarboxylation dans le CAC puisque le Pl du pynivate devient le 01 de 

l'oxaloacétate. 





(en glucose '.. 1 + autres composés) . 

Cycle de 
l'acide citrique 
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Figure 8: Modéle de la n6oglucog~n&se et du CAC propos6 par Weinman et 
al. [1957. Dans ce modèle, toute entrée de carbones dans le CAC provenant 
d'autres sources que l'acétate, est englobée en un seul terme défini comme « y  ». 
La néoglucogénèse n'est possible que lorsque y > 0, c'est-à-dire lonqu'il y a 
une entrée et une sortie nette de carbone du CAC. 



La figure 9 montre comment le 14c se distribue dans les intermédiaires du CAC, dans le 

PEP ainsi que dans le glucose, lorsque du [2-1J~i]-acétate est utilisé et que le CAC 

fonctionne en circuit fermé », c'est à dire lonqu'il n'y a pas d'entrée ni de sortie autre 

que celles de I'acétyl-CoA et du COz. Le [2-1"~l]-acétate se condense avec 

l'oxaloacétate et donne du [J- citrate. Le C4 du citrate devient le C2 du fumarate. 

Le fumarate étant une molécule symétrique, le C2 et le C3 sont équivalents et du [2,3- 

l"~z]-oxaloacétate est formé. Dans un second tour du CAC, la condensation de cette 

même molécule d'oxaloacétate avec une autre molécule de [2-14c i]-acétate donne du 

[ 2 , 3 ,~ -~ '~~ ] î i t~a t e ,  et l'activité spécifique du C4 du citrate est deux fois plus élevée que 

celle du C2 et du C3. Si l'activité spécifique du C2 de l'acétyl-CoA est fixée à 100, la 

distribution de l'activité spécifique dans les carbones de l'oxaloacétate (numérotés de 

01 a 04) après plusieurs tours du CAC, est donc la suivante: 01 = 50, 0 2  = 100, 0 3  = 

100,04 = 50 et le rapport 03/01 est égal à 2. 

À l'opposé, lorsqu'il y a de la néoglucogénèse à partir du pynivate c'est à dire 

que le CAC fonctionne en a circuit ouvert D, il y a une entrée de carbones sous forme 

d'oxaloacétate à partir du pynivate ainsi que du CO2, qui viennent diluer l'acrivité 

spécifique des intermédiaires du CAC. Lors de sa carboxylation en oxaloacétate, le Cl. 

le C2 et le C3 du pyruvate deviennent respectivement le Cl,  le C2 et le C3 de 

I'oxaloacétate, et le CO2 devient le C4. Dans cette condition le rapport 03/01 est 

toujours supérieur a 2, et ceci d'autant plus que le flw de carboxylation du pyruvate (y) 

ea important par rapport au flux du CAC. À partir de ces observations, W e h a n  et al. 

[1957 ont montd, lorsque du [2-'4~I]-acétate était utilisé comme traceur, que le facteur 

y était relié au rapport de l'activité spécifique (AS) des carbones internes (02 et 03)  et 

externes (0 1 et 04) de l'oxaloacétate par l'équation suivante: 

Équation 4: [ ~ S 0 2 0 ~ 0 3 / ~ ~ 0 1 0 ~ 0 4 1 = 2 + 2 y  

Étant donné que le 23 de l'oxaloacétate devient le Cl  et le C6 du glucose et que 

le Cl de l'oxaloacétate devient le C3 et le C4 du glucose (Figure 9), le terme de gauche 

dans l'équation 4 peut être remplacé par le rapport de l'activité spécifique des carbones 

externes (Cl) et internes (C3) du glucose: 
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Figure 9: Distribution du lJC dans les intermédiaires du CAC, dans le PEP et 
dans le glucose, lorsque du [2 '4C,I-ac&ate est utüisé et que le CAC 
fonctionne en a circuit fermé )B. Lorsque de I'acétate marqué en position A2 
(rouge) est infusé de façon conîinue, le 14C se retrouve principalement sur les 
carbones internes du malate et du fumarate ainsi que sur les carbones externes du 
glucose néoformé (C 1,  C2, CS et C6). 



Équation 5: [AS Cl-Glucose / AS CSGlucosel= 2 + 2y 

Weinman et al. [1957] ont égaiement déterminé l'équation permettant de 

connaître le pourcentage des carbones de l'oxaloacétate (2) provenant de l'acétate 

lorsque du [u- acétate est utilisé: 

Équation 6: Z= 1/(1+2y) 

. 2 2 2  Facteur de correction de Hetenvi (H) 

Hetenyi a déteminé un facteur de correction (H) pour la dilution isotopique dans 

le CAC metenyi et Fenarotto, 1983; Hetenyi, 1982; Hetenyi, 19791. Heteny a proposé 

d'utiliser ce facteur pour la correction des flux néoglucogéniques mesurés in vrvo, à 

partir de la méthode classique du rapport e~chissement du glucose / e~chissement du 

précurseur, lorsque des précurseurs néogiucogéniques marqués sont utilisés. Cette 

méthode nécessite deux expériences; la première avec du pymvate marqué (issu du 

lactate ou de alanine) et la seconde avec du [2-"~~]-acétate. Le [2-14~i]-acétate est 

utilisé pour déterminer la valeur de y a partir de l'équation 3. La valeur de -v a ensuite été 

utilisée pour dkterminer Z a l'aide de l'équation 6. Puisque Z correspond à la fraction des 

carbones de l'oxaloacétate provenant de l'acétate, alon 1-2 correspond a la fraction des 

carbones provenant de sources autres que l'acétate. H a donc été défini par l'équation 

suivante: 

Équation 7: H =  1 / ( 1 - Z )  

Un des désavantages de la méthode d'Hetenyi est qu'elle nécessite deux 

expériences distinctes. Il est alors possible que d'une expérience à l'autre le staM 

métabolique ne soit pas le même et introduise des erreurs de mesures. 

.2.2.3 Méthode de Katz avec le r2- ' '~  1 1-acétate ou le D-"'C 1 - m a t e  

Katz [1985] a suggéré une méthode utilisant le [2-"~~]-acetate et le modèle de 

Weinman et al. [1957]. Cette approche permet de calculer directement la 

néoglucogénese à partir du PEP en une seule expérience, à l'aide de l'activité spécifique 



du glucose et du P-hydroxybutyrate ainsi que du rappon C 1 /C3 du glucose plasmatique. 

Le laboratoire de Consoli et Gench a utilisé cette technique pour calculer le facteur de 

correction pour la dilution isotopique dans le CAC et, déterminer la contribution de la 

néoglucogénèse a partir du PEP à la production hépatique de glucose chez l'Homme sain 

[Consoli et al., 1993; Consoli et al., 19871 et diabétique [Consoli et al., 19891. 

L'usage de l'équation 5 permet de déterminer la valeur de y à partir du rapport de 

l'activité spécifique du C 1 et du C3 du glucose plasmatique. Katz [I 9851 a montré que le 

rapport entre l'activité spécifique du PEP et de l'acétyl-CoA hépatique (P) était relié à y 

par l'équation suivante: 

Équation 8: P =  [2 1 3  (5 +4y)l / [2 (1 + y )  (1 + 2y)l 

Étant donné que le P-hydroxybutyrate est une molécule stable et que sa synthèse 

a lieu presque exclusivement dans le foie, Katz [1985] a proposé que l'activité 

spécifique du P-hydroxybutyrate plasmatique serait équivalente à l'activité spécifique du 

pool mitochondriai d'acétyl-CoA hépatique. A l'aide de cette information, l'activité 

spécifique théorique du PEP hépatique peut être déterminée ainsi: 

Équation 9: AS PEP = P x AS p-hydmxybutynate 

Finalement, La contribution de la neoglucogénèse (% GNG) à partir du PEP à la 

production hépatique de glucose est obtenue à l'aide du rapport suivant: 

Équation 10: % GNG = AS Glucose / AS PEP 

Ii faut noter par ailleurs que l'équation 8 a également été utilisée avec le [3-''~~1- 

lactate ou alanine pour determiner la valeur de y ainsi que la contribution corrigée de ces 

précurseurs à la production de glucose @3ougneres et al., 1995; Consoli et al., 1993; 

Consoli et al., 1990; Consoli et al., 1990a1, étant donné que le C2 de l'acétate et le C3 du 

pyruvate marquent tes mêmes carboaes de i'oxaioacétate (Figure 9). 



Limitations a l'usage de ~ î - ~ ~ ~ l l - a c é t a t e  in vivo et insufEsances du modèle de 

Weinman et al. 

L e  premier problème avec les méthodes proposées par Hetenyi [Hetenyi, 1979; 

Hetenyi, 19821 et par K;ia [1985] est relié au métabolisme du [7-''~~1-acétate in vivo. 

En e f f e ~  bien que l'usage de ce traceur sur le foie isolé perfusé donne des résultats 

satisfaisants, il a 6té démontré qu'il ne pouvait pas être utilisé in vivo a cause de son 

métabolisme dans les tissus exm hépatiques [ R o p m i ,  1988; Schumann et al., 199 11. 

En effet, Schumann a al. [1991] ont montre que le '"CO? produit par le métabolisme 

musculaire du [2-'"~~1-acétate se mélangeait au pool de bicarbonates et etait 

probablement capté par le fooie. Du  CO^ etait ensuite incorporé dans lloxaloacCtate via 

la PC et &enniellement sur le C3 et le C4 du giucose. Étant donné que le facteur y est 

déterminé à partir du rapport C l  sur C3 du glucose, cette incorporation de ''CO? sous- 

estime la valeur de y. Sans parler du métabolisme extra hépatique du [2-"~~]-acétate, la 

méthode de Hetenyi [Heteny, N82; Hetenyi, 19791 et de Katz [1985] néglige i'effet de 

réincorporer du ' ' ~ 0 ~  produit par le CAC directement au niveau du foie. Magnusson et 

al. [1992] ont montré que l'erreur introduite par la ré incorporation de ' ' ~ 0 2  Btait de 30 

% chez des sujets à jeun de 60 h et probablement plus élevée (mais variable) chez des 

sujets nourris. 

Le deuxième problème concerne le modèle de la néoglucogénèse et du CAC de 

Weinman et al. [1957]. Ce modèle suppose que le PEP issu de l'oxaloacétate n'est pas 

recyclé en pymvate par la pynivate kinase (PK) et que le pyruvate n'est pas décarboxylé 

en acétyl-CoA par la pyruvate deshydrogénase (PDK). Or, ces flux ne sont pas nuls, 

varient en fonction des conditions métaboliques et infiuencent le patron de marquage du 

glucose Welleher et Mastenon, 1992; Landau et al., 1995; Magnusson et al.. 199 11. Sur 

des foies isolés perfusés et des hépatocytes de rats a jeun incubés, le flux de 

carbo.xyIation du pyruvate par la PC est de 2 à 4 fois plus grand que le BLX de 

décarboxylation par la PDH [Exton and Park, 1967; G m e t  and Katz, 19781 et l'ajout 

d'oléate aux incubations d'hépatocytes inhibe complètement la PDH [Gnm.net and Katz, 

19781. Cependant, Cohen [1983] a montré que l'activité de la PDH était plus grande à 

l'état nourri qu'à i'itat de jeûne chez le Rat In vivo chez l'Homme à jeun de 60 heures, 



le rapport .iPC/JPDH est de 25 [Magnusson et al., 19911. Et ce rapport diminue à environ 

12 chez des sujets a jeun depuis 12 à 14 heures [Duaison et al., 19981 et enûe 3 et 6 a 

l'état nouni wagnusson et al., 199 11. 

En ce qui concerne le flux au travers de la PK, des études in v i t~o  avec du [2- 
14 C+pyruvate ont montré qu'il est égal a 50 % du flux neoglucogénique à I'état de 

jeiine et entre 300 et 400 % du flux néoglucogénique à I'état nourri [Friedman et al., 

1971; Rognstad et Katz, 19721. Lorsque du lactate plutôt que du pymvate est utilisé, le 

flux de la PK est de 2 a 3 fois inférieur au flux néoglucogénique, mais les différences 

entre I'état de jeûne et I'état nomi persistent [Rognstad et Katz, 19771. 

Des données plus récentes obtenues in vivo chez l'Homme à I'aide de la biopsie 

chimique au phényl-acétate ont confirmé l'importance du flux de la PK par rapport au 

flux néoglucogénique piraison et al. 1998; Landau et al., 1995; Mamusson et al., 

19911. Dans l'ensemble, ces résultats montrent que le recyclage du pyruvate par la PK 

ainsi que le flux de décarboxylation du pymvate par la PDH ne peuvent pas être négligés 

puisqu'ils affectent les patrons de marquage des intermédiaires du cycle de Krebs, du 

PEP et du glucose [Kelleher, 19861. Les insuffisances du modèle de Weinman et al. 

[1957], combinées aux problèmes reliés à l'usage du [2-1J~i]-acétate in vivo, font en 

sorte que les flux néoglucogéniques rapportés dans la littérature a l'aide de cette 

méthode sont sous-estimés. 

.2.2.5 Biopsie chimiaue au ~hénvl-acétate 

Kelleher a suggeré que la seule façon de pouvoir déterminer les flux de la PC, de 

la PDH, de la PK et de la CS in vivo était de connaître la distribution des atomes 

marqués d'un des intermédiaires du cycle de Krebs hépatique [Kelleher, 1986; Kelleher, 

19851. Magnusson et al. [1991] ont pour la première fois introduit une méthode non- 

invasive permettant de mesurer de façon spécifique le patron de marquage du glutamate 

hépatique Ni vivo chez l'Homme lorsque du [3-1J~l]-lactate ou du [3-'3~i]-lactate est 

administré. La biopsie chimique au phényl-acétate a par la suite été utilisée chez 

l 'Home sain et diabétique piraison et al. 1998; Landau et al., 19951- 



Cette technique est basée sur le fait que chez les primates, le phényl-acétate (un 

xénobiotique) se conjugue spécifiquement avec la glutamine pour former la 

phénylacétyl-glutamine (PAGN) avant son excrétion par voie urinaire [James et al., 

19723. Ainsi, l'hydrolyse in viim de la PAGN urinaire donne de la glutarnine et du 

phtnylacétate et permet de mesurer i'e~chissernent isotopique de chacun des carbones 

de la glutarnine. Étant donné qu'il n'y a pas de réarrangements de carbones entre l'a- 

cétoglutarate, le glutamate et la glutarnine et que le métabolisme du phényl-acétate est 

exclusivement hépatique; I'e~chissement isotopique des carbones de la glutarnine est 

représentatif de I'e~chssement du l'acétoglutarate hépatique [Didonato et al., 1993; 

Magnusson et al., 199 11 

L'e~chissement isotopique des cinq carbones de la glutamine urinaire donne 

accès à plusieurs paramètres. Lorsque du [3-'-'c i]-lactate est utilisé, l'enrichissement en 

I3c des C2 et C3 du glutamate hépatique soit K2 et K3 de l'a-cétoglutarate (Figure 10) 

est fonction du flux de la PC. L'enrichissement du C4 du glutamate est fonction du flux 

de la PDH, celui du Cl est fonction du flux de la CS et celui du CS du recyclage du 

pymvate par la PK Les équations développées par Magnusson et al. [ 199 1 1, basées sur 

le modèle du CAC et de la neoglucogénese proposé par Katz [1985] permettent donc de 

déterminer plusieurs paramètres du cycle de Krebs ainsi que la dilution isotopique au 

niveau de I'OAA et la formation de glucose à partir du PEP (les flw V1 a V9 sur la 

Figure 10). 

Deux posnilats sont essentiels dans cette approche. Le premier est que le patron 

de marquage de la glutamine reflète celui de l'a-cétogiutarate hépatique. Le second 

postulat est que le marquage des intermédiaires du cycle de Krebs est homogène. Di 

Donato et al. [1993] ont confirmé que le premier postuiat était valide en montrant sur 

des foies isolés de rats que le patron de marquage de la glutamine du glutamate et de i'a- 

cétoglutarate hépatique était similaire. La validité du second postulat a cependant été 

remise en question par DesRosiers et al. [1995], qui ont rapporté une hétérogénéité dans 

le marquage des intermédiaires du CAC sur des foies isolés perfusés de rats a jeun de 12 

heures. Ces auteurs ont mesuré directement le patron de marquage du glucose, du PEP, 
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Figure IO: Modéle du CAC et de la néoglucogénèse proposé par Mapusson 
et al. [1992]. Ce modèle inclut notamment le flux de la CS (V,), de la PC et de 
la PEPCK (V,), de la PDH (V,), et de la PK (V,). Les carbones issus du 
pyruvate, du CO, - et de l'acétyl-CoA sont identifiés par les couleurs noir, vert et 
rouge respectivement. L'analyse des isotopomères de position de l'a- 
cétoglutarate est effectué à l'aide de la biopsie chimique au phényl-acétate. Les 
paramètres V, à V, sont calculés à partir de l'analyse des isotopornères de 
position de la phényl-acétyl-glutamine urinaire ainsi que du glucose et du lactate 
circulant. Chez l'Homme, les différents flw sont tous exprimés en terme relatif 
par rapport au flux de la CS (V,) qui est fwé arbitrairenent à 10. Cependant, si 
la valeur absolue d'un des flux est connu (ex: la prise de lactate hépatique), il est 
possible de déduire la valeur absolue de l'ensemble des autres flux 



du malate, de I'aspartate, du citrate, du glutamate et de la glutamine lorsque du W- '~C j]- 

lactate-pyruvate était perfùsé. Lorsque le patron de marquage du PEP et du citrate était 

utilisé pour calculer le facteur de dilution dans le CAC, les valeurs du flux 

néoglucogénique ainsi obtenues étaient en accord avec le flux néoglucogénique calculé a 

pQmr de la prise totale de lactate-pymvate et la production de glucose (sur des foies de 

rats à jeun de 12 heures, la contribution de la néogiucogénèse était d'environ 100 O~O).  

Par contre, lorsque le patron de marquage du glutamate était utilisé pour calculer les 

paramètres du CAC et le facteur de dilution, le flux néoglucogénique obtenu était de 40 

%. Ces auteurs ont montré que cette erreur était principalement attribuable au fait que le 

modèle de la néoglucogénèse de Katz [1985] utilisé par Magnwon et al. [1991] ne 

tenait pas compte du flux de la réaction inverse de I'isocitrate déshydrogénase et de la 

conversion du citrate en OAA par 1'ATP-citrate lyase (Figure 1 1). 

Néanmoins, la biopsie chimique au phényl-acétate permet probablement 

d'obtenir des résultats précis in vwo lorsque le flux au travers de 1'ATPcitrate lyase est 

faible. Cette enzyme, qui est impliquée dans la voie de la lipogénèse, est inhibée en 

période de jeûne et active de façon maximale dans les premières heures suivant un repas. 

Il est donc possible que la biopsie chimique au phényl-acétate sous-estime la 

néoglucogénèse à partir du PEP en situation pst prandiale immédiate. Cependant, cette 

sous-estimation serait mineure au cours du jeûne. 

2 2 . 6  [nfusion de ~ - ' ~ ~ & n l u c o s e  

L'analyse de distribution d'isotopomères de masse lors d'ùifusion de [u-'~c& 
glucose a été en grande partie développée et utilisée par Katz et collaborateun [Katz et 

Tayek, 1998; Katz et al., 199 1; Katz et al., 1990; Katz et al. 1989; Tayek et Katz, 1997; 

Tayek et Ka@ 19961. Katz et al. [Katz et al., 199 1; Katz et al., 1990; Katz et al. 19891 

ont d'abord utilisé cette méthode pour déterminer la contribution de la voie directe et 

indirecte B la synthhse de glucose. Tayek et Katz [1996] ont ensuite publié un article 

dans lequel les équations developpées pour l'étude du métabolisme du glycogène 

hépatique ont et6 adaptées pour mesurer la production hépatique de glucose, le recyclage 

du glucose par le cycle de Con ainsi que le flux néoglucogénique chez des sujets 
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Figure 11: Modele du CAC et de la aéagiucogénèse propose par ~Magnusson 
et al. [19921, tel que modifie par DesRosiers et al. [1995]. DesRosien et al. 
[1995] ont utilisé un modèle de foie isolé perfusé avec du [U-13C J-glucose, du 
Do1 3C,]-lactate ou pynivate. L'analyse de distribution d' isotopomères de masse 
de plusieun intermédiaires du CAC, de la glutamine, du PEP et du glucose a été 
effectuée. Cette approche a permis de tester le modèle de Magnusson et al. 
[1992] (Figure 7). Les données ont montré que ce modèle était insuffisant pour 
expliquer les patrons de marquages des différents métabolites obtenus. Les 
auteurs ont montré que cela était principalement dû au fait que dans le modèle 
de Magnusson et al. [1992] le flux de la réaction de clivage du citrate ( I ) et de 
la réaction inverse de l'isocitrate déshydrogénase (2) n'étaient pas inclus. En 
effet, ces deux réactions étaient responsables des différences observées entre le 
parton de marquage réel du PEP et celui calculé a l'aide de la fraction PEP de la 
glutamine. Abréviations : FA: acides-gras; Ac-CoA: acétyl-Co& CE: citrate, 
a-KG: a-cétoglutarate, GLU: glutamine, FUM: fumarate, MAL: malate, OAA: 
oxaloacétate, ASP: aspartate, PYR: pymvate, PEP: phosphoenol-pynivate, 
GLUC: glucose. Les sigles m et c en indice font référence au compsrtiments 
mitochondrial et cytosolique respectivement 



normaux et diabétiques. A la suite de cet article original, deux autres études ont été 

publiées par Katz et Tayek [Katz et Tayek, 1998; Tayek et Katz, 19971 avec des 

modifications apportées aux équations. En 1998, le laboratoire de Landau [Landau et al., 

19981 a publié un article mettant en évidence les limites à l'usage de cette méthode pour 

estimer la contribution de la néoglucogénèse. Cene étude a également revu de façon très 

critique les équations proposées par Tayek et Katz [Tayek et Katz, 1997; Tayek et Katz, 

19961 qui, selon toute vraisemblance mènent à une grande surestimation de la 

contribution de la néoghcogénèse. 

Le principe de base de cette méthode est relativement simple (Figure 12). 

Lorsque du glucose marqué en six positions ( [~-"~&~lucose  ou M6-glucose) est infusé 

de façon continue, deux moles de lactate (de pyruvate et d'alanine également) marquées 

en trois positions (m3-lactate) sont formées pour chaque mole de Mo-glucose 

métabolisée par les tissus. Ces molécules de m3-lactate sont ensuite diluées par le lactate 

endogène non marqué (A-lactate) avant d'être recyclées en glucose au niveau du foie. 

Les isotopomères de masse du glucose engendrés par la néoglucogénèse sont presque 

exclusivement du Ml, M2 et M3. En effet, les chances que deux molécules de rn 1, m2 

ou m3-lactate se combinent ensemble au cours de la synthèse de glucose et donnent du 

M4, M5 et M6-glucose sont très faibles, voire négligeables. 

Puisque la néoglucogenèse ne produit pas de M6-glucose, I'enrichissernent en 

M6-glucose du sang artériel est donc uniquement fonction de la vitesse d'infusion du 

[~-"~s ] -~ lucose  et cette vitesse peut être utilisée pour calculer le taux d'apparition du 

glucose circulant (%) d'après I'équation suivante: 

Équation 11: El. Gbcose = V (M6 du W - ~ C ~ I G ~ U C O S ~  infusé) / M6 du glucose art&kl 

Ou V est la vitesse d'infusion du ~-13C+glucose, et M6 est l'enrichissement molaire 

des molécules de glucose dans le sang artériel qui sont marquées en six positions. 

il est égaiement possible de calculer le facteur de dilution (D) des molécules de 

lactate marquées par le lactate non marqué à l'aide de l'équation suivante: 

Équation 12: D = 0 3 .  (Ml + M.2 + ~ 3 )  + M6 / ml + m2 + m3 
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Figure 12: Distribution d9isotopom&res de masses du glucose lors d'une 
infusion continue de [U-13Cd-glucose. Les lettres M et m font référence aux 
isotopomères de masse du glucose/glycogène et des précurseurs 
glucoformateun formés a partir du [U-uC,]-glucose. Les chifies O a 6 font 
référence au nombre de d'atomes de I3C présent sur la molécule, 
indépendamment de leur position spécifique. 



Où Ml, M2, M3 et M6 et ml, m2 et m3 sont les e~chissernent des différents 

isotopomeres de masse du glucose et du lactate artériel respectivement. Le facteur 0,5 

est utilisé parce que la moitié des unités trioses qui forment les isotopomères de masse 

Ml,  M2 et M-glucose ne provient pas du [~-"~a]-~lucose  mais de carbones 

endogènes. 

La Fraction (F) des molécules de glucose qui ont été recyclées par le cycle de 

Con est calculCe à I'aide de l'équation suivante: 

Équation 13: F=O,S.(M~+LW+MJ)/O,S.(M~+~+M~)+M~ 

Finalement, la néoglucogénese peut être calculée, a partir des précurseurs entrant 

au niveau du pyruvate, en tenant compte du recyclage du glucose par le cycle de Cori et 

de la dilution du lactate marqué par le lactate endogène non marqué: 

Équation 14: GNG(%)=R,xDrF 

L'ensemble des équations présentées ci-dessus sont celles de Landau et al. 

[1998] qui ont revu et comgé les équations proposées par Tayek et Katz Katz et Tayek, 

1998; Tayek et Katz, 1997; Tayek et Katz, 19961. En effet, Landau et al. [1998] ont 

montré que les équations utilisées par le groupe de Katz menaient à une grande 

surestimation de la conmbution reelle de la néoglucogénèse mesurée a l'aide de 

l'analyse de distribution des isotopoméres de masse lors d'une infusion de [u-"c& 
glucose (de l'ordre de 60 à 86 %). Sans entrer dans les détails, Tayek et Katz [Tayek et 

Katz, 1997; Tayek et Katz, 19961 avaient mal différencié la dilution et les échanges 

isotopiques dans leurs équations. De plus, le facteur 0,s utilisé dans les équations 12 et 

13 de Landau et al. [1998] était négligé. Finalement, Tayek et Katz avaient introduit un 

facteur de correction inutile dans ce contexte qui visait à comger pour la dilution 

isotopique du pyruvate dans le cycle de Krebs. 

En utilisant les équations présentées cidessus, Landau et al. [1998] ont calculé 

des contributions anormalement basses de la néoglucogénèse à la production hépatique 

de glucose chez des sujets à jeun de 64 heures (entre 23 et 40 %). Chez ces mêmes 



sujets, Ia contribution de la néoghcogénese était de l'ordre de 43 à 63 % lorsque 

calculée à l'aide des équations de Tayek et Katz [1997]. Deux conclusions ont été 

imises par Landau et al. [1998]. La première est que les valeun plausibles rapportées 

par Tayek et Katz [1996; 19971 et Katz et Tayek [1998] pour la contribution de la 

néoglucogénèse Étaient le h i t  d'une erreur fomiite. La seconde conclusion est que. 

malgré lTutilisation d'équation correctes, l'analyse de distribution d' isotopomères de 

masse lors d'une infusion de ~-13~6]-plucose  sous-estime de façon importante la 

contribution de la néoghcogenèse à la production hépatique de glucose. 

Plusieun raisons peuvent expliquer pourquoi l'analyse de distribution des 

isotopomères de masse du giucose lors d'une infusion de [ ~ - " ~ & ~ l u c o s e  sous-estime 

la contribution de la néogiucogénese: 

1) La contribution du glycérol à la production hépatique de glucose est 

considérée dans la contribution de la glycogénolyse; 

2 )  La conversion en glucose d'acides amines n'ayant pas comme intermédiaire 

le pymvate n'est pas comptabilisée (exemple: aspartate, glutamate, 

glutamine); 

3) L'oxaloacétate et l'a-cétoglutarate marqués échangent avec I'aspanate, le 

glutamate et la glutamine plasmatique non marqués ce qui crée une diIution 

isotopique; 

4) Finalement, il est possible que la distribution des isotopomeres de masse du 

lactate artériel ne soit pas la même que celle du pynivate intra-hépatique et 

intra- rénal, 

.2.3 ~Méihodes ikotopiques ne nécessitant pas de modèle de cornecrion pour les 

échanges et la dilution Lsotopique dans le cycle de hebs 

2 . 1  S~ectroscopie de résonance magnétique nucléaire du 13~-elvco &ne ("C-W 

coudée à l'imagerie de résonance maenétique (IRM) 

La méthode non-invasive de quantification de la glycogénolyse hépatique et de la 

néoglucogénèse chez l'humain avec la I3c-E2MN et I'IRM a été développée par 

Rothman et Shulman [Rothman et ai., 19911 qui ont mesuré la contribution de la 



giycogénolyse et la néoglucogénèse à la production hépatique de glucose au cours d'un 

jeûne de 64 heures chez des sujets sains. Depuis, cette technique a été utilisée pour 

I'titude des flux g.lycogénolytique et néogiucogenique chez des sujets sains petenen et 

al., 1999; Petersen et al., 1998; Petersen et al., 19961 et cirrhotiques [Petenen cr al., 

19991 durant les premières heures p s t  prandiales (entre 5 er 19 h après l'ingestion du 

dernier repas), ainsi que chez des sujets diabétiques non insulinodépendants (DMD) à 

jeun de 14 h ~agnusson  a al., 19921. Hwang et al. [1995] s'en sont Cgalement servi 

pour l'étude de la glycogérèse hépatique par la voie directe et indirecte à la suite d'un 

repas mixte chez le sujet sain et DNID. 

Au cours d'une période d'observation, la mesure de la glycogénolyse nécessite 

tout d'abord des mesures du spectre Cl  du giycogene par l3c-RMN (mesure du contenu 

en glycogène en mmoles) au début et a la fin de la période petenen et al., 19991 ou à 

intervalles réguliers durant la période d'observation pwang et ai., 1995; Magnusson et 

al., 1992; Petenen et al., 1996; Rothman et al., 199 11. Ces mesures sont ensuite couplées 

a celle du volume hépatique (en L) mesuré par IRM pour obtenir la concentration 

hkpatique de glycogène (en mmoles/L). Le flux glycogénoiytique calculé par différence 

entre la concentration de glycogène initiale et finale représente donc une valeur 

moyenne sur l'ensemble de la période d'observation. La contribution de la 

néoglucogénese est, quant à elle, déterminée par différence entre la production hépatique 

de glucose, mesurée avec du [6,6-%&glucose dans les demières heures de la période 

d'observation, et le flux giycogénolytique moyen. 

L'exactitude de cette méthode repose en grande partie sur, la précision, et la 

reproductibilité des mesures par 13c-RMN et IRM En effet, toute erreur faite sur la 

mesure du flux glycogénolytique se répercute sur le flux néoglucogénique mesuré par 

différence. En ce qui a trait à la mesure du volume hépatique par IRM, Petenen et ai. 

[1996] ont rapporté qu'eue était précise et reproductible. En effet, dans cette étude 

[Petersen et al., 19961, l'erreur sur la mesure d'un volume prédéterminé, utilisé comme 

volume étalon, était de r 5 %, avec un coefficient de variation de = 1 Oh. Les études qui 

ont utilisé cette technique, le volume du foie a été mesuré au début et à la fin de la 



période d'observation, de façon a éviter une sous-estimation de la glycogénoiyse due à 

la diminution du volume hépatique au cours du jehe.  En effet, Rothman et al. [1991] 

ont rapporté que le volume du foie diminuait de 26 96 lors d'un jeûne de 64 h 

probablement à cause de la perte d'eau associée au giycogène ainsi qu'à la protéolyse 

hépatique. 

En ce qui a n i t  à la mesure du contenu en glycogène par "c-RMN, sa validité 

repose sur L'hypothèse que tout le glycogène est visible par "c-WIN et, que le signal 

RMN est proportionnel a la quantité d'unités glycosyls. Des domees obtenues in vitro 

[Shalwitz et al., 1987; Sillerud et Shulman, 19831 et Ni vivo [Grnetter et al., 199 1 ; Taylor 

et ai., 19921 montrent que la visibilité du gycogene en RMN e n  probablement de 100 

?/o. En effet, sur du glycogene extrait ou sur du tissu hépatique, il a été montré que le 

signai RMN était équivalent à la somme des unités glycosyls mesurées par méthode 

biochimique standard [Shalwitz et al., 1987; Sillerud et Shulman, 19831. De plus, des 

données obtenues in vivo chez le Lapin [Gruetter et al., 19911 et chez L'Homme [Taylor 

et al., 19921 ont montré que la concentration de glycogene musculaire, mesurée in vrvo 

par ' 3 ~ - ~ ,  était similaire à celle obtenue par dosage biochimique standard sur des 

échantillons prélevés par biopsie à l'aiguille. Quarit a la précision et la reproductibilité 

de la mesure du contenu en glycogene par ' 3 ~ - ~ 9  R o h a n  et al. [l99 11 ont montré 

que le coefficient de variation lors de mesures répétées était seulement de 7 % et que, 

l'icart type sur la mesure du contenu en glycogène provoqué par le bruit de fond spectral 

était de k 5 %. 

Outre la fiabilité de la technique de mesure du flux glycogénolytique elle-même, 

d'autres éléments sont à considérer pour une appréciation critique des flux 

néogiucogéniques déterminés avec cette approche. Le premier est que la ' 3 ~ - ~ ~ ~  et 

L'IRM mesurent la glycogénolyse hépaîique, que le [6,6-'Hl-giucose mesure la 

production systémique de glucose qui comprend non seulement la contribution du foie 

mais aussi celIe des reins. Si la production rénale de glucose est sigmficative, la 

contribution réelle de la néoglucogénèse hépatique est donc surestimée. Cette 

surestimation est probablement mineuha en situation post prandiale immédiate mais, peut 



devenir importante au cours du jeùne prolongé où les reins contribuent de façon plus 

importante à la production systémique de glucose (10 % après 60 h de jeûne) postle and 

Bloxharn, 19801. Le second élément a considérer est que la mesure de la production 

hépatique de glucose a l'aide du [6.6-2~-glucose est souvent effectuée plusieurs heures 
13 après l'acquisition des spectres de C-RMN, car les prélèvements sanguins sont 

impossibles lorsque les sujets sont à l'intérieur de l'aimant. A titre d'exemple, dans 

l'étude de Magnusson et al. [1992], le flux glycogénolytique moyen a été mesuré sur une 

période de 20 heures et la mesure de la production hépatique de glucose a été effectuée 

pendant les trois dernières heures. Si au cours de la période d'observation, la production 

hépatique de glucose change de façon significative, la mesure du flux néoglucogénique 

sera sur ou sous-estimée [Petersen et al., 19991. Dans I'ensemble, ces petits détails 

expliquent probablement pourquoi la contribution de la néoglucogénèse mesurée à l'aide 

de cette méthode est assez variable. Par exemple, dans l'étude de Petersen et al. [1996] 

la contribution moyenne de la néoglucogénese entre la 4- et la 12emc heure post 

prandiale était d'environ 50 % chez les 13 sujets étudiés, cependant les valeun 

minimales et maximales observées étaient de 24 et 90 % respectivement. De plus, si on 

compare ces résultats avec ceux de Rothman et al. [199 11 qui ont trouvé que pendant les 

22 premières heures de jeûne la contribution de la néoglucogénèse était en moyenne de 

64 %, il aurait fallu, en tenant compte des résultats de Petersen et al. [1996] que la 

contribution de la néoglucogénèse entre la 12- et la 22- heure de jeûne soit d'environ 

80 %, ce qui est trop élevé par rapport A la plupart des estimations obtenues a l'aide 

d'autres méthodes [Chandramouli et al., 19971. 

Globalement et malgré ces imperfections, la méthode proposée par Rothman et 

Shulrnan [Rothman et al., 19911 qui met à profit la puissance de la t 3 ~ - ~ ~  combinée à 

I'IRM est actuellement considérée, avec la méthode de I ' ~ H ~ O  proposée par Landau 

[Landau et al., 1996; Landau et al., 1995b1, comme une des plus fiables pour la mesure 

de la néoglucogénèse. Elle permet la mesure du flux néoglucogénique réel à partir de 

l'ensemble des précurseurs @uco formateurs. Enfin, elle repose sur des mesures directes 

avec un minimum de transformations mathématiques issues d'un modèle et 

d'hypothèses complexes reliés à la dilution et aux échanges isotopiques dans le CAC. 



2.3.2 

La méthode de mesure non invasive de la conaibution de la néoglucogénèse à la 

production systémique de glucose à l'aide de I"HD chez Womrne a été mise au point 

et utilisée par le laboratoire de Landau [Chandramouli et al. 1997; Kalhan et al., 1997; 

Landau et al. 1996; Landau et al., 199%; Petenen et al., 19991. Auparavant, les 

principes de cette méthode ont tré en grande partie détaillés sur un modèle animal [Guo 

et al., 1992; Kuwajima et al., 1986; Okajima et al., 1981; Postle et Bloharn. 1980; 

Ropnstad, 199 1; Rogmtad et al., 1974; Shalwitz et al., 19941. Son utilisation chez 

l'Homme était cependant resneinte par la nécessité d'utiliser des doses importantes de 

'H~O OU de 'H~O pour avoir une mesure précise. Landau et al. [1996; 1995bj ont donc 

développé une méthode de dosage pennenant d'abaisser la quantité de '&O à des 

niveaux acceptables pour une utilisation sans risques et effets secondaires chez 

l'Homme. Cette méthode a été utilisée pour mesurer la contribution de la 

néoglucogénèse au cours du jeûne de durée croissante chez le sujet norxnai 

[Chandramouli et al. 1997; Landau et al., 1996; Landau et al. 1995bI. Elle a &gaiement 

ité utilisée pour la mesure de la néoglucogénèse au cours de la gestation chez la femme 

saine Kaihan et al., 1997. Récemment, les laboratoires de Shulman et Landau se sont 

associés pour mesurer la contribution de la néoglucogénèse a la production hépatique de 

glucose chez des sujets sains et cirrhotiques à l'aide des méthodes développées par les 

deux laboratoires: la "c-RMN combinée a I'IRM et I ' ~ H ~ O  petesen et al., 19991. 

Cette technique est basée sur le principe que dans plusieurs réactions de la 

néoglucogénèse et dans une réaction de la glycolyse, il y a des échanges entre les 

protons de l'eau corporelle et ceux qui sont présents sur les squelettes carbonés de 

différents métabolites intermédiaires, ce qui résulte en une incorporation de deutérium 

sur Les carbones du glucose. Les étapes enzymatiques de la néoglucogénèse dans 

lesqueiles il y a des échanges de protons sont celles de 1) l'hydratation du fumarate en 

malate par la fumarase, 2) 1 'hydratation du phosphoenol-pyruvate en 2-p hosphogiycérate 

(2-PG) par I'énolase et 3) l'isomérisation du dihydro~cétone-phosphate (DHAP) et du 

&céraidéhyde-3P (GAP) par la triose-phosphate isomérase. Comme le montre la figure 

13, la réaction 1 de la néogiucogénèse marque en définitive les hydrogènes du C6 du 



glucose (via le C3 du pyruvate), alon que les réactions 3 et 4 marquent ceux du CS (via 

le C2 du 2-PG et le C2 du GAP). Les hydrogènes du C6 du glucose peuvent aussi être 

marqués à cause de l'activité réversible des transaminases hépatiques et des échanges 

entre les protons du lactate et ceux de l'eau corporelle Wuwajima et al., 1986; Rognstad 

et Wals, 19761. En ce qui a trait a la voie de la glycogénolyse, les seuls échanges de 

protons ont lieu dans la réaction d'isomérisation entre le glucose-6P (G-6P) et le 

hctosedP (F-6P) catalysée par la phosphoglucose isomérase. Dans cette réaction à 

l'équilibre il y a un échange rapide et complet entre l'hydrogène sur le C2 du G4P issu 

du glycogène et les protons de I'eau. Cependant, il est à noter que le glucose issu de la 

néoglucogénèse se retrouve également marqué en position C2 a cause de cette rapide 

isomérisation. 

Lorsque de I ' ~ H ~ O  est administrée et qu'un état stable d'e~chissernent est 

atteint, le rapport de l'enrichissement en deutérium du C6 du glucose et de I'eau 

corporelle ( M E  C6 I APE HzO urinaire) est une mesure directe de la néoglucogénèse à 

partir du PEP [Kalhan et al., 1997; Landau et al., 1995bI. Le rapport de l'enrichissement 

du CS du glucose et de I'eau corporelle est une mesure de la néoglucogénèse totale (PEP 

+ glycérol) [Kalhan et al., 1997; Landau et al., 19961 et celui du C? et de l'eau 

corporelle est un<: mesure de la production totale de glucose [Landau et al., 1996; 

Landau et al., 1995bl. Une deuxième façon d'obtenir la contribution fractionnelle de la 

néoglucogénèse est de mesurer, le rapport C5K2 et C6K2 de l'enrichissement en 'H du 

glucose. Le rapport W C 2  représente la contribution fiactiomelle de la néoglucogénèse 

à p d r  de l'ensemble des précurseurs glucoformateun (glycérol inclus) [Chandramouli 

et al., 1997; Landau et al., 19961, alors que le rapport C6/C2 représente la contribution 

fractionnelle de la neoghcogénèse à partir du PEP (glycérol exclu) [Kuwajima et al., 

1986; Landau et al., 1995bl. L'avantage de la seconde façon par rapport a la première 

est que L'atteinte d'un état stable d'enrichissement n'est pas nécessaire 
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Figure 13 : Incorporation de deutérium sur les carbones du glucose A partir 
de 1'2E40. Les carbones des différents intermédiaires de la néoglucogenèse sont 
numérotés (Cl à C6 rouge) du côté gauche de la figure. Le 'H en position C6 
(rouge) du glucose-6 phosphate (G-6P) est incorporé lors de I'hydratation du 
fumarate en mdate par la fumarase (1). Le 'H en position C5 (vert) est incorporé 
lors de I'hydratation du phosphoenol-pyruvate (PEP) en 2-phosphoglycérate (2- 
PG) par l'énolase (2) et lors de l'isomérisation du dihydroxyacétone-phosphate 
(DHAP) et du glycéralddhyde-3P (GAP) par la triose-phosphate isomérase (3). 
Finalement, le 2H en position C2 (bleu) du G-6P est incorporé lors de 
l'isomérisation entre le G-6P et le hctose4P (F-6P) (4). 



avant d'effectuer des mesures. De plus, la mesure des rapport C6K2 et C S X 2  permet 

d'éviter la sous-estimation de la contribution réelle de la néoglucogénèse, due à la 

présence de glucose résiduel non marqué dans le pool circulant de glucose [Landau et 

al., 199Sbj. En effet au repos, le taux de renouvellement du glucose est faible et le 

glucose non marqué, produit avant que l'équilibration isotopique n'ait été complétée, 

diminue l'enrichissement du CS et du C6 du glucose par rapport à celui de l'eau, ce qui 

résulte en une sousestimation de la contribution de la néoglucogénèse). Cette sous- 

estimation est toutefois mineure si la période d'observation est sufisamment longue 

pour que le glucose non marqué disparaisse de la circulation. 

Bien que cette méthode, tout comme celle de la "c-RMN combinée à I'IRM, 

permette de contourner les problèmes associés au calcul d'un facteur de dilution 

isotopique dans le CAC, elle repose néanmoins sur quelques postulats reliés aux 

échanges et à l'équilibration isotopique. Pour que les estimations soit valides, il est en 

effet essentiel que les échanges entre les protons de l'eau et ceux des carbones 2, 5 et 6 

du glucose soient complets, c'est a dire que l'enrichissement en deutérium des carbones 

du glucose soit équivalent a l'enrichissement de l'eau corporelle. Cette hypothèse doit 

être valide, peu importe que le calcul de la contribution de la néoglucogénèse soit fait 

avec le rapport APE C5 (ou C6) du glucose sur M E  H20 ou bien par les rapports W C 2  

et W C 2  du glucose. 

Il y a de bonnes évidences expérimentales qui montrent que, in vitro et in vivo 

chez le Rat, les échanges entre les hydrogènes du C2 et du CS du glucose et cew de 

l'eau corporelle sont complets [Guo et al., 1992; Kuwajima et al., 1986; Rognstad et al., 

19741. Chez l'Homme, Landau et al. [1996; 1995bI et Chandmmouli et al. [1997] ont 

confirmé que les hydrogènes du C2 s'équilibraient cornpfètement avec ceux de l'eau 

corporelle et ces auteurs ont conclu qu'il en était de même pour les hydrogènes du CS, 

compte tenu des résultats rapportés chez le Rat Contrairement aux hydrogènes du C2 et 

du CS du glucose, ceux du C6 ne s'équilibrent pas complètement avec ['eau corporelle et 

la contribution de la néoglucog~nese, ii partir du PEP mesurée par le rapport APE 

C6/APE H20 ou le rapport C6/C2, est donc sous-estimée m d a u  et al., 199Sbl. Deux 



études menées chez le rongeur [Kuwajima et al., 1986; Rognstad et al., 19741 ainsi 

qu'une étude in vivo chez l'Homme [Taylor et al., 19661 montrent en effet que le degré 

d'équilibration est entre 80 et 90 %. Par ailleurs, Guo et al. [1992] ont rapporté des 

résultats conflictuels. Dans leur étude menée chez le Rat à jeun à la suite d'une infusion 

de ' ~ ~ 0 ,  ces auteurs ont en effet rapporté un degré d'équilibration de 50 %. En tenant 

compte de i'ensemble de ces résultats, à l'exception de ceux de Guo et al. El9921 qui 

semblent confiictuels, la contribution de la néoglucogénèse à partir du PEP mesurée par 

la méthode de I"H~O serait donc vraisemblablement sous-estimée entre 10 et 10 % a 

cause de l'équilibration incomplète entre les hydrogènes du C6 du glucose et les protons 

de l'eau corporelle. Par contre, le rapport APE W A P E  H20 et le rapport C5K2 du 

glucose reflètent adéquatement la contribution de la néogiucogénèse totale. 

Compte tenue de la naNe de la méthode, il est égaiement important de tenir 

compte de l'effet des divers cycles futiles ainsi que du recyclage d'intermédiaires de la 

glycolyse par la voie des pentoses et par la transaldolase sur l'incorporation d'hydrogène 

sur les carbones du glucose [Chandramouli et al., 1997; Landau et al., 1996; Petenen et 

al., 19991. Les cycles futiles qui peuvent potentiellement affecter la mesure de la 

contribution de la néoglucogénèse sont le cycle du glucose (giucose \ G-6P \ giucose), le 

cycle du glycogène (activité simultanée de la glycogène synthase et de la glycogène 

phosphorylase) et le cycle G-6P-trioses-phoshates (glycogène \ trioses* \ glucose). 

Le cycle du glucose engendre théoriquement une sous-estimation de la 

néoglucogénèse puisque du [2-%l-glucose est formé à partir du glucose circulant non 

marqué, capté par le foie et subséquemment relâché après avoir subi l'étape de 

I'isomérisation entre le G-6P et le F-6P. Toutefois, chez des sujets à jeun de 12 heures, 

la contribution du cycle du glucose A la production systémique de glucose a été estimée 

entre 11 et 20 % mlander  et al., 1986; Rooney et ai., 19931. Compte tenu de cette 

contribution, la sous-estimation de la néoglucogénèse engendrée par l'activité de ce 

cycle serait donc d'environ 2 % m d a u  et al., 19961. 



L'activité simultanée de la glycogéne synthase et de la glycogène phosphorylase 

engendre également une sous-estimation de la contribution de la néoglucogénèse si des 

molécules de G-6P marquées en CS sont incorporées dans le glycogène en tchange 

d'une molécule de G-6P non marquée, directement libérée en circulation. Il est connu 

que le recyclage du glycogène peut ètre imporiant dans certaines conditions telles 

l'hyperinsulinérnie induite par une infusion de glucose mapusson et al., 19941, un 

clamp hypennsulinémique eu- ou hyperglycémique [Petenen et al., 19981 ou un clamp 

hyperglucagonémique Boden et al., 19961. Cependant, le recyclage du glycogène est 

indétectable chez des sujets sains à jeun petersen et al., 19981. L'importance de la sous- 

estimation de la contribution de la néogiucogénese a cause du recyclage du glycogène 

sera donc variable selon les conditions expérimentales. 

Le cycle G-6P-trioses-phosphate engendre quant a lui une surestimation de la 

contribution de la néoglucogénèse puisque le G-6P issu du glycogène, qui transite par le 

pool des trioses-phosphates avant d'être relâché en circulation sous forme de glucose, se 

retrouve marqué en C5. Une activité négiigeable du cycle G4P-trioses-phosphates a été 

rapportée dans une étude chez le sujet sain a jeun [Kadander et al., 19861, alors que dans 

une autre étude wagnusson et al., 19901, l'activité du cycle a été évaluée à 13 % du flux 

de phosphorylyse du G-6P en glucose. L'importance de la surestimation de la 

néoglucogénèse induite par l'activitk de ce cycle a été évaluée entre 2 et 3 % par Landau 

chez des sujets à jeun de 12 heures [observation non publiée mais rapportée dans 

Petenen et al., 19991. Ceci n'exclut pas que la néoglucogénèse puisse ètre plus 

importante dans certaines conditions favorisant 1' activité du cycle G6P-trioses- 

phosphates. 

Le métabolisme du G6P et du F4P, issu du glycogène par la voie des pentoses 

et celle de la transaldolase respectivement, donnera également lieu a une surestimation 

de la contribution réelle de la néaglucogénèse. En effet, une incorporation de deutérium 

en CS du glucose aura lieu parce que les deux voies métaboliques ont comme 

intermédiaire un triose-phosphate (GAP). La surestimation de la contribution de la 

néoglucogénèse induite par l'activité du cycle des pentoses serait d'environ 2 B 3 % et, 



I'influence de la transaldolase, qui n'a jamais été évaluée directement, serait 

vraisemblablement du même ordre de p d e w  [Petersen et al., 19991. 

Dans l'ensemble, la méthode de mesure de la contribution de la neoglucogénèse 

totale par le rapport C 5 X 2  de l'e~chissement en deutérium du glucose est préférable a 

la mesure par le rapport ME CS/APE Hz0 parce qu'il n'est pas nécessaire d'attendre 

l'atteinte d'un état stable d'enrichissement. De plus, le rapport W C 2  permet de limiter 

l'artefact dû à la présence de giucose non marqué produit avant la période 

d'dquilibration isotopique. Le postulat qu'il existe un échange complet entre les protons 

de l'eau a ceux du C5 a du C? est respecté. Finalement la somme nette des effets 

exercés par les différents cycles fkiles et par la voie des pentoses ainsi que de la 

transaldolase sur la valeur du rapport CYC2 est probablement très faible chez des sujets 

à jeun. Quant à la mesure de la contribution de la néoglucogénèse a partir du PEP, elle 

est probablement sous-estimie par un Facteur compris entre LO et 20 % à cause d'une 

équilibration incomplète entre les protons de l'eau et ceux du C6 du glucose. 

.2.3.3 Analvse de distriiution d'isoto~omeres de masse 

L'analyse de distribution d'isotopomeres de masse (MIDA) est une technique qui 

a cité développée par Hellerstein et Neese [1992]. MIDA a été utilisée pour des études 

chez le Rat mellemein et al., 1997a; Mills et al., 1998; Neese et al., 1995; Peroni et al., 

1997; Peroni et al., 1995; Previs et al., 1995; Turner et al., 1998; Wolf, 19951 et chez 

l'Homme Pekker et al., 1997; Hellerstein et ai.' 1997; Landau et al., 199%; Sunehag et 

al., 1997; Trimmer et al., 19981 dans différentes conditions physiologiques (jeûne. 

ingestion d'éthanol, exercice) et physiopathologques (diabète. malaria, souris obiob). 

MIDA est une technique puissante qui permet d'étudier la synthèse de n'importe 

quelle molécule polyménque, formée à partir de sous mités identiques marquées avec 

du '%, du I3c OU du 'H [Heilerstein et Neese, 19921. Les polymères ainsi synthétisés se 

caractérisent par une distribution d7isotopornères de masse qui peut être prédite à partir 

de 1'enrichissement isotopique @) de la sous unité précurseur en utilisant I'anaiyse de 

probabilité et les expensions polynômiales. Par conséquence. l'analyse de dissi'buhon 



des isotopomeres de masses dans la molécule synthétique permet de calculer la valeur de 

p ainsi que la fiaction des molécules de polymères qui a été nouvellement synthétisée@) 

à partir du précurseur marqué V). La fraction 1-f des molécules synthétiques non 

marquées provenant d'autres sources que le précurseur marqué peut également ètre 

déterminée. 

Pour l'étude de la néoglucogénèse, le glucose peut être considéré comme un 

dimère formé de deux sous unités trioses (DHAP et GAP) (Figure 14). La valeur de p 

correspond a I'e~chissement du pool de trioses-phosphate,fcorrespond à la fraction du 

glucose circulant synthétisé à partir du pool de trioses-phosphates soit la contribution de 

la néoglucogenèse et I-f correspond à la fraction du glucose circulant issue d'autres 

sources que les trioses-phosphates (du glycogène en période de jeûne ainsi que des 

glucides ingérés provenant de l'intestin). La figure 14 présente un exemple de 

distribution d'isotopomères de masse du glucose lorsque du [ ~ - ' ~ ~ ~ ] - ~ l ~ c é r o l  (M3- 

glycérol) est infusé. Dans cette condition, la majeure partie des isotopomères de masse 

du glucose sont des MO, M3 et M6 (MO@-, M3@-, M6@-) et les isotopomeres de 

masse des trioses-phosphates (DHAP et GAP) sont des MO et M3 (MO et M~JUGM; MO et 

WDHAP). L'expression mathématique des différents isotopomères de glucose possibles 

lors d'une telle expérience sont les suivantes: 

Équation 15: M6- = f [M~GAP M ~ D w I  

Équation 16: M3- = f MOw M ~ D ~  + M~CAP L ~ ~ O D & I P ]  

En supposant un équilibre isotopique complet entre le DHAP et le GAP les 

équations 15 et 16 peuvent être exprimées de la manière suivante: 

Équation 17: ~ 6 -  = f wrn 1' 
Équation 18: M3- = 2f M3,J 

Où Mm est lyabOndance relative des isotopomères M3 des deux trioses-phosphates. 

En faisant l'approximation que les isotopomkres MO du glucose sont équivalents 

à 1-M3@- (des quantités négligeables de M6 glucose sont formées), il est possible à 

partir du ratio des isotopomères de masse du glucose, de déterminer l'enrichissement 



GAP 

0-Po,-2 M6 M3 MO 

[U 13C3]-glycérol glucose 

DaAP 

Figure 14: Distribution d'isotopoméres de masse du glucose lorsque du [U 
13C,j-g1ycérol est infusé. Le glucose est une molécule dirnenque constituée de 
dew sous-mitées de trioses-phosphates (1 GAP et 1 DHAP). Lorsque le pool 
des trioses phosphates est marqué a l'aide d'un infusion de M3 glycérol (M = 

isotopomére de masse, 3 = nombre d'atomes de I3C présent sur la molécule, 
indépendamment de leur position spécifique), des isotopoméres de masse M6, 
M3 et MO sont obtenus a partir de la combinaison de 2, 1 ou O molécules de 
trioses-phosphates marqués. L'enrichissement des trois carbones du glucose 
issus du GAP est Cgal à celui des trois carbones issus du DHAP a cause de 
l'équilibration rapide de la trioses-phosphate isomérase. 



isotopique du pool de trioses-phosphates (M3,rn OU p selon la notation d'tiellentein et 

Neese [l992]): 

Équation 19: M6- I M3- = M3nn I [2MOcmj = M3npm 1 [2 (1 - M3,,)1 

En utilisant la valeur de p déterminée à l'aide du rapport M6@-, /M3d,, il est 

alors possible de déterminer la fraction du giucose produite qui est issu de la 

néoglucogénèse m: 
Équation 20: f=M3- / (2p. (1 op)]  ~ ~ 6 - 1 ~ ~  

Le marquage du pool hépatique de trioses-phosphate peut en théorie se faire en 

utilisant n'importe quelle molécule précurseur des trioses-phosphates ([2-13~i]-glycéroi, 

[ ~ - ' ~ ~ ~ ] - ~ l ~ c é r o l ,  [z-"c +lactate ou  lactate) puengraber  et al., 19971. 

Cependant, le traceur le plus Fréquemment utilisé est le [2-I3c i]-glycérol, qui selon 

Neese et al. [1995] est le plus approprié. 

Les trois conditions essentielles pour que la contribution de la néoglucogénèse 

mesurée par MIDA soit valide sont 1) que l'enrichissement des deux tioses-phosphates 

(GAP et DHAP) soit égal en tout temps, 2) que l'enrichissement du pool de trioses- 

phosphate @) soit le même dans l'ensemble des cellules qui font de la néoglucogénèse 

et, 3) que la contribution de la néoglucogénese (n soit la même dans toutes les cellules 

[Brunengraber et al., 1997; Previs et al., 19981. Il existe actuellement de grandes 

divergences d'opinion quant â la validité de M D A  pour mesurer la contribution de la 

néoglucogénèse pruneagraber et al., 1997; Dekker et al, 1997; Siler et al., 19981. Les 

divergences concernent plus particulièrement les conditions 2 et 3 citées précédemment. 

En effet, Neese et al. [1995] ont bien démontré que la triose-phosphate isomérase 

fonctionnait à l'équilibre et que l'erreur sur la mesure de f était de moins de 1 %, lorsque 

l'dquilibration isotopique entre DHAP et DAP était incomplète. 

Sur des foies perfbés ae Rats à jeun de 48 heures, Previs et al. [1995] ont 

rapporté des valeurs anormalement basses (75 %) pour la contribution de la 

néoglucogé&se en utilisant MIDA avec du w-"l3]-glYcérol. Des résultats similaires 

ont également été rapportés chez l'humain à jeun de 60 heures [Landau et al., 1995al. 



Previs et al. [1995] et Landau et al. [1995a] ont émis l'hypothèse que ceae sous- 

estimation de f était due à l'existence de plusieurs pools de trioses-phosphate possédant 

des enrichissement isotopiques différents (soit la condition 2 citée précédemment non 

respectée). La figure 15, extraite de l'étude de Previs et al. [1995], illustre bien la nature 

de l'erreur introduite par l'existence d'une hétérogénéité de p. Dans cet exemple. on 

suppose une contribution égale à la production hépatique de glucose de deux pools 

distincts de glucose. synthétisés à partir de deux pools de trioses-phosphate. Les 

e~chissements respectifs des deux pools de trioses-phosphate @) sont de 20 et 5 ?.O et 

dans chacun de ces deux pools la contribution de In néoglucogénèse est de 100 96 u7 = 

j2). Previs et ai. [1995] ont montré que le calcul de f a partir de la distribution 

d'isotopomères de masse du glucose sortant du foie donnait des valeurs erronées u'= 
73,j % au lieu de 100 %). Ces auteurs ont démontré que les valeurs calculées des 

paramètres à la sortie du foie @, M3, M6 et bf6/Mj) ne représentaient pas des moyennes 

arithmétiques de ces mèmes paramètres dans les deux pools de hioses-phosphate. 

L'existence de plusieurs pools de trioses-phosphate possédant des 

e~chissements isotopiques différents est vraisemblablement due à deux phénomènes. 

Le premier est qu'il existe un important gradient porto-veineux en glycérol chez le Rat, 

le Chien et l'humain si bien que, in vivo ou Ion de perfusions de foie isolés, les 

hépatocytes péri-veineux sont soumis à une concentratîon de glycérol entre 4 et 5 fois 

infërieure à celle que peuvent rencontrer les hépatocytes périportakx [Landau et ai., 

1996a; Previs et al., 1998; Previs et al., 19961. Le second phénomène est qu'il existe une 

zonation métabolique daas les lobules hépatiques, qui fait en sorte que l'enrichissement 

isotopique du pool des trioses-phosphate est différent dans les hepatocytes périportaux et 

périveineux même si les dew populations de cellules sont soumises aux memes 

concentrations de glycérol ou de lactate-pyruvate [Previs et al., 19981. 

Les résultats rapportes par Previs et al. [1995] ainsi que Landau et al. [1995a] 

sont apparemment en désaccord avec ceux de Neese et al. [1995] et de Péroni et al. 

[1997; 19951. Ces dernien auteurs ont utilisé la même méthode mais avec du [2 - [ '~~ ] -  

glycérol plutôt que du @J-13~3]-glycérol chez le Rat a jeun de 48 heures. Ces auteurs 
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Figure 15: Combinaison de deux pools de glucose de taille égale formés ti 
partir de deux pools de trioses-phosphates marques au [U 13CJ-glycérol 
ayant un enrichissement isotopique différent. L'enrichissement isotopique (% 
MPE) du pool de trioses-phosphates L @,) et 2 @,) est de 20 et 5 % 
respectivement La contribution de la néoglucogenèse Cf, kf,) dans chaque pool 
primaire est de 100 %. Le pool combiné (dont les p8fam'etres peuvent êtres 
mesurés dans l'effluent du foie) affiiche une dismbution d'isotopomeres de 
masse du glucose à pam de laquelle des valeun artéfactuelles de fmA sont 
calculées (73.5 %). M,dw, Mww : enrichissement molaire en excès (%) des 
isotopomères de masse M+1 et M+6. Cette figure est tirée de l'étude de &vis et 
al. [1995]. 



[Neese et ai., 1995; Péroni et al., 1997; Péroni et al., 19951 ont en effet trouvé des 

valeun de f voisines de 100 %. Previs et al. [1998] ont écarté la possibilité que ces 

résultats divergeants soient dus à l'utilisation de [ 2 - " ~ ~ ] - ~ l ~ c é r o l  au lieu du [u-'~c;]- 
glycérol. Selon ces auteurs, cette différence serait plutôt attribuable au fait que dans les 

etudes de Neese et al. [1995] et de Péroni et al. [1997;], la quantité de ' ' ~ - ~ l ~ c é r o l  

utilisée était beaucoup plus importante que celle utilisée par Landau et al. [1995a] et 

Previs et al. [1998; 19951. Sur des foies isolés perfusés, provenant de Rats à jeun de 48 

heures, Previs et al. [1995] ont en effet démontré que lorsque la concentration de 

glycérol perfusé passait de 0,i mM à 1,5 mM, la valeur de f passait de 75 a 92 Oh. Sur 

des hépatocytes isolés incubés avec du " ~ - ~ l ~ c é r o l  et du lactate-pynivate non marqué a 

des ratios de concentration croissante, Previs et al. [1998] ont également montré que la 

valeur de f passait de 73 à 92 % lorsque le ratio [ " ~ - ~ l ~ c é r o l ]  / ["c-lactate-pynivate] 

passait de 0,23 (ratio physiologique) a 3.6. Dans l'ensemble, les deux études de Previs et 

al. [1998; 19951 montrent que des valeurs plausibles de f peuvent êtres obtenues 

seulement lorsque des concentrations non physiologiques de '3~-glycérol sont utilisées, 

ce qui expliquerait les résultats de Neese et al. [1995] et Péroni et al. [1997; 19953. 

Récemment, Previs et al. [1999] ont confirme ces résultats in vnto chez la Souris et ont 

également montré que les concenmtions de [2-"~z]-gl~cérol nécessaires pour obtenir 

une valeur de f plausible étaient suffisamment élevées pour perturber le métabolisme du 

glucose et du glycérol. 

2.3.4 Enrichissement oréalable du glvcogène au "C 

En 1994, l'équipe de Tappy à Lausanne a proposé une nouvelle méthode 

permettant d'estimer la contribution de la néoglucogénese [Gay et al., 199JaI à la 

production hépatique de glucose. Cette technique a pour la première fois été utilisée 

pour mesurer la contribution de la néoglucogénèse chez des sujets sains a jeun depuis 12 

à 14 heures [Gay et al., 1994aI. Plus récemment, elle a également été utilisée par la 

même équipe pour estimer la contribution de la néoglucogénèse chez des patients non 

diabétiques maigres et obèses w l e r  et al., 19971. Bien qu'à prion les résultats obtenus 

à l'aide de cette méthode soient compatibles avec les données obtenues a l'aide de la 

' 3 ~ - ~ ~ ~  couplée à I'IRM petenen et al., 1999; Petersen et al., 1996; R o h a n  et al., 



19911 ainsi que de la méthode de ["H~o [Chandramouli et al, 1997; Kalhan et al., 1997; 

Landau et al., 1996; Petenen et al., 19991, la validité d'importants postulats de départ a 

Cté mise en doute [Chandrarnouli et al., 1997; Petersen et al., 19961. 

La méthode proposée par Gay et al. [1994a] est assez différente des autres 

techniques isotopiques présentées dans les sections précédentes. Brièvement, les 

réserves de glycogène hépatique sont d'abord enrichies à l'aide d'une diète contenant 

des glucides naturellement ou artificiellement enrichis en "c. Après quelques jours de 

diète, lorsque les réserves de glycogène ont théoriquement atteint l'enrichissement 

isotopique des glucides de la diète, la contribution Fractio~elle de la glycogénolyse 

ainsi que de la néoglucogénèse est calculée a partir de l'e~chissernent en "C du 
13 glucose circulant et du glycogène hépatique. En supposant que tout ie C-glucose 

plasmatique est issu de la glycogénolyse, sa contribution fractio~elle B la production de 

ghcose est donnée par l'équation suivante: 

Équation 21: GlycogCnolyse ( O h )  = ["c / "C glucose plwmatique] / ["c / "C gfycogène~ 

En supposant que la quantité de recyclée par la néoglucogénèse est 

négligeable, la contribution fractionnelle de la néoglucogénese est obtenue par 

différence: 

Bquation 22 : NéogIucogCnbe (%) = 100 - Glycoginolyje (96) 

L'originalité de cette méthode, qui est d'ailleurs le point de litige majeur 

[Chandrarnouli et al., 1997; Petersen et al., 19961, est que l'e~chissement en 13c du 

glycogène n'est pas directement mesurd, mais bien estimé à l'aide de l'enrichissement 

en "C du CO2 expiré au repos et de la calorimétrie indirecte respiratoire comgée pour 

l'excrétion urinaire d'azote. Dans l'étude de Gay et al. [ 1994al effectuée chez des sujets 

au repos et à jeun entre 12 et 14 heures, les échanges gazeux respiratoires et l'excrétion 

urinaire d'azote sont mesurés. L'oxydation des protéines est calculée a l'aide de 

l'équation suivante: 

Équation 21: M, = 0,00625 N 



Où N est l'excrétion urinaire d'azote en ghin. Étant donné que l'oxydation de 6'25 mg 

de protéines (équivalent a 1 mg d'azote) requiert 6,31 rnL d'Oz et 5,27 mi, de CO:, le 

V02,  le VC02 ainsi que le RER (Ratio Exchange Respiratory) non protéique peuvent 

ètre calculés d'après les équations ci-dessous: 

Équation 24: V02,, = V 0 2  - VO*, 
Équation 25: VC02, = VC02 - VC02, 
Équation 26: RE&, = VCO- / VObQ 

L'oxydation nette du glucose et des lipides est calculé a l'aide des équations 

suivantes: 

Équation 27: LM- = 4 4 9 .  VCOhp - 3,05 . VOa, 

Équation 28: MuW. = (V&, - VCOh,) 1 1-63 

Ou la masse de glucose et de lipides est en g/min, le VOz, et le VCO- en 

Umin. 

Gay et al. [1994a] ont suggéré que lorsque le glycogène est enrichi en "C et que 

le rapport 1 3 ~ / ' 2 ~  des lipides et des protéines endogènes est demeuré proche de 

l'enrichissement naturel retrouvé avant le début de la diète, il est possible de calculer 

l'oxydation du glycogène. Selon ces auteurs, en situation p s t  prandiale et au repos, 

l'oxydation du '3~-glycogène est la seule source de 13c02 (Figure 16). De plus, la 

lipogénese et la synthése d'acides aminés (qui sont comptés dans l'oxydation nette du 

glucose par calorimétrie indirecte respiratoire) sont négligeab les. L'oxydation nette du 

glucose, mesurée par calorimétrie indirecte respiratoire, correspond donc, en première 

approximation, à l'oxydation par les tissus périphériques du glycogène. L'oxydation 

nette des lipides produit du ' ' ~ 0 ~  et inclut 170xy&tion des acides gras et l'oxydation du 

glucose issu de la néoglucogénese à partir du glycérol. L'oxydation nette des protéines 

produit également du ' ' ~ 0 ~  et inclut l'oxydation directe des acides aminés et 

l'oxydation du glucose issu de la néogiucogénèse a partir des acides aminés. 

Selon Gay et ai. [1994a], le COt produit par L'oxydation du glucose a un 

enrichissement en 13c qui correspond à celui du glycogène. Étant donné que ce volume 



1JC-nivcorène 13C-glucose 4 13C-pynivate 13C0, 

12C-triacv bgivcérol 12C-acides gras 12C02 

------) 12C-acides aminés 

- "cq - "CO, 

lzC-glucose 

Figure 16: Source de 13C0, lorsque le glycogène est sélectivement enrichi A 
l'aide d'une diete contenant des glucides marqués en 13C. Lorsque le 
glycogène est e ~ c h i  en "C et que le pool endogène d'acides aminés et de 
lipides est demeure pauvre en 13C, il est théoriquement possible de calculer 
l'enrichissement en I3C du glycogène à partir des échanges gazeux respiratoires, 
de l'excrétion urinain d'azote, et de la mesure de l'enrichissement isotopique 
du CO, .. expiré au repos en période pst-absorbtive. 



de I3c02 est dilué par le '?CO? issu de l'oxydation des acides gras et des protéines, il est 

nécessaire d'avoir recours à l'équation suivante pour calculer l'enrichissement en "C du 

glycogène à I'aide du rapport ' 3 ~ / 1 ' ~  du CO? expiré: 

Équation 29: ['% 1 "CI CO2 = ("c I ' 2 ~ ~ ~ y ~ ~ g è n e  X VCOz- / VCOuai) x O$ 

OU VC02dms. est la fraction du volume total de CO2 issu de l'oxydation du glucose et 

0'8 est le facteur de recouvrement du CO2 au repos. VC02@, est obtenu à l'aide de la 

masse de glucose oxydée et de l'équivalent en CO1 du glucose (Ug): 

Équation 30: VCOZ- = 0,747 X M- 

L'équation 19 peut ètre simplifiée afin de calculer l'enrichissement en "C du 

glycogène de la façon suivante: 

Équation 31: 

1 3 ~ / 1 2 ~  Glycogène = ("cPc  CO^ x V C O ~ ~  / (VCO*- x 0.8) 

En somme, il y a trois posnilats sous-jacents à la méthode proposée par Gay et al. 

[1994a]. Le première est que la diète contenant des glucides naturellement ou 

artificiellement e ~ c h i s  en "C n'enrichit pas de manière significative le pool endogène 

d'acides gras et d'acides aminés. En effet, si tel était le cas, le glycogène ne serait pas 
13 12 l'unique source de "~02, et le rapport C/ C du COz expiré ne serait pas représentatif 

de celui du glycogène. Gay et al. [1994a] ont montré que cette hypothèse était valide en 

mesurant l'enrichissement en "C des lipoprotéines a très faible densité (VLDL) et des 

protéines plasmatiques pendant les cinq jours de diète. Aucun enrichissement significatif 

n'a été observé même au cinquième jour. Rornijn et al. [1992] avaient également 

rapporté que les triglycérides, les acides gras libres et les proteines plasmatiques ne 

s'enrichissaient pas en réponse à un régime de surcompensation des réserves de 

glycogène, composé de glucides naturellement enrichis en 13c (glucose issu du maïs). 

Le deuxième postulat de base est que I'e~chissement en "C du glycogène 

synthétisé a atteint un enrichissement tiquivalent a celui des glucides contenus dans la 

diète. Plusieurs études concernant les mécanismes de synthèse du glycogène hépatique 

suggèrent que cette hypothèse pourrait ne pas être valide. En effet, dans le foie, une 



fraction importante de la synthèse de glycogène s'effectue par la voie indirecte, c'est à 

dire par une voie néoglucogénique wagnwon et Shulman, 1991a; Magnusson et al., 

1989; Radziuk J., 1989; Radziuk. 1989a; Radziuk, 1982a; Shdman et al., 19911. Chez 

des sujets a jeun de 12 heures à qui une charge de glucose orale ou intraveineuse est 

administrée, la contribution de la voie indirecte a la synthèse de glycogène est estimée 

entre 35 et 50 % wagnusson et al., 1987; Radziuk, 1982a ; Radziuk, 1989; Radziuk, 

1989a; Shulman et al., 1990; Shulrnan et al., 199 11. Chez des sujets nourris à qui des 

doses comparables de glucose ont été administrées, la contnbution de la voie indirecte, 

bien que moindre que chez les sujets a jeun, demeure malgré tout entre 23 et 3 1 % 

wagnusson et al., 1989; Shulman et al., 1991; Shulman et al., 19901. Comme il a été 

mentionné à la section 2.1.3, l'emprunt de la voie néoglucogénique engendre 

d'importants phénomènes de dilution et d'échanges isotopiques. A priori, il apparait 

donc dificile que l'enrichissement en 13c du glycogène hépatique puisse atteindre un 

niveau équivalent à celui des glucides contenus dans la diète. 

Récemment, l'équipe de Tappy wiiiler et al., 19971 a d'ailleurs trouvé que 

i'e~chissement en I3c du glycogène hépatique mesuré sur un échantillon prélevé par 

biopsie a l'aiguille était 66 % inférieur à I'enrichissement en 13c des glucides de la diète 

(0,02 0,009 vs 0,062 0,007 APE respectivement), ainsi que du CO2 issu de 

l'oxydation du glycogène. L'enrichissement réel du glycogène était même infërieur a 

I'e~chissement en "C du glucose plasmatique (0,042 * 0,003 APE). D'après ces 

auteurs [Müller et al., 19971, cette observation suggère l'existence de deux pools 

distincts de glycogène hépatique. Un premier pool à renouvellement lent qui ne 

s'enrichirait pas en I3c et ne contribuerait pas à la production hépatique de glucose, et 
13 I l  un second pool ii renouvellement rapide dont le rapport C/ C serait égal à celui des 

glucides de la diète. Cependant, B défaut de pouvoir vérifier ces hypothèses, il est 

également possible que les résultats plausibles de la contribution de la néoglucogénèse 

qui ont été obtenus jusqu'a présent à l'aide de cette méthode soient un artefact. 

Finalement, la troisième hypothèse inhérente à la méthode proposée par Gay et 

al. [1994a] concerne la validité de la mesure indirecte de I'enrichissernent du glycogène 



hépatique à partir de I'enrichissement isotopique du CO2 expiré. Sur ce point, il est très 

probable que les acides gras et les protéines ne soient pas une source de puisque leur 

pool endogène ne s'enricht pas de manière significative [Gay et al. 1994a; Romijn et al., 

19921. Par contre, il n'est pas exclu que I'oxydation du glycogène musculaire e ~ c h i  en 
L 3 C soit une source d'erreur. Au repos a l'état pst  prandial, la dépense énergétique des 

muscles squelettiques représente 10 % du métabolisme de base [Zurlo et al., 19901 et ils 

consomment un mélange de glycogène (et/ou de glucose circulant) et d'acides gras 

Felley et al., 19931. À priori, tel que Gay et al. [1994a] l'ont mentionné, l'erreur 

introduite par l'oxydation d'une si faible masse de glycogène musculaire t ~ c h  en "C 
13 est faible. Cependant, si I'e~chissement en C du glycogène musculaire oxydé est 

supérieur à celui du glycogène hépatique, l'erreur pourrait devenir significative. Chez les 

mammifères, il est généralement accepté que la principale voie de synthèse du 

glycogène dans le muscle est la voie directe [Gleeson, 1996; Johnson et Bagby, 19881, 

bien que le laboratoire de Radziuk [Ryan and Radnuk, 19941 ait rapporté une 

contribution de la néoglycogénèse entre 35 et 40 %. il est donc possible que 

I'enrichissement en 13c du glycogène musculaire soit substantieilernent plus élevé que 

celui du glycogène hépatique; ce qui pourrait mener a une surestimation de 

l'enrichissement réel du glycogène hépatique lorsque celui-ci est calculé à partir de 

l'enrichissement en I3c du COz expiré issu de l'oxydation du glucose. 

Dans l'ensemble, bien que la méthode de marquage des réserves de glycogène 

hépatique proposée par Gay et al. [1994a] ait donné des résultats plausibles concernant 

la contribution de la néoglucogén6se à la production hépatique de glucose au repos à 

l'état post prandial [Gay et al. 1994a; Milller et al., 19971, il est possible que ceci ne soit 

le fruit que du hasard 



.3 Contribution de la aéoglucogénèse a la production hépatique de glucose 

.3.I Contribution de la néoglucogénèse à fa production hépatique de glucose ou 

repos 

-3.1.1 Contribution relative et absolue de Ia néo4ucog;énèse à la production hé~atique 

de glucose 

Le but de cette courte section n'a pas été de fitire une qnbhése exhaus~iva de 

l'ensemble des études qui ont mesuré la contribution de la néoglucogénèse a la 

production hépatique de glucose au repos , mais plutôt de donner un aperçu de l'état 

actuel des connaissances. Par conséquent, les domees qui sont présentées proviennent 

d'études qui ont utilisé des méthodes considérées actuellement comme étant les plus 

fiables ( ' 3 ~ - ~ ,  ' ~ ~ 0 ,  MIDA). Les résultats obtenus a l'aide de la différence aitério- 

veineuse sont présentés a titre comparatif 

Le tableau 2 présente les résultats &études qui ont mesuré la contribution totale 

de la néoglucogénèse à la production hépatique de glucose chez 1Rornme au repos avec 

la "c-RMN [Petersen et al., 1999; Petenen et al., 1996; R o h a n  et al., 19911, I''H~O 

[Chandrarnodi et al., 1997; Kalhan et al., 1997; Landau et al., 1996; Petenen et al., 

19991, MIDA avec le ~-13~3]-glycérol  [Hellerstein 1997; Siler et al., 19981 ainsi qu'a la 

biopsie hépatique à l'aiguille pilsson et Hultman 1973bl. Le tableau 3 présente quant a 

lui un sommaire des résultats obtenus à l'aide de la balance hépatique en précurseurs 

glucoformateun [Ahlborg et Bjorkman, 1990; Ahlborg et al., 1986; Ahlborg et Felig, 

1982; Ahlborg et Felig, 1977; Bj(lrlmian and Eriksson, 1983; Bjorlanan et al., 1981; 

Chiasson et al., 1975; Miehlum et al., 1976; Sestofi et al. 1977; Wahren et al., 1975; 

Wahren et al., 19711. La figure 17 présente fuialement une synthèse des résultats des 

études présentées dans les tableaux 2 et 3 en ordre croissant de durée de jeûne. 

En utilisant la "c-M, Petersen et al. [1996] ont rapporté une contribution 

moyenne de la néoglucogénese de 54 % à la production hépatique de glucose entre la 

S*' et la 12& heure de jeûne. Toujours avec la même technique, Rothman et al. [1991] 



Tableau 2: Sommaire des études qui ont mesuré la contribution de la néoglucogénèse à 

la production hépatique de glucose chez I'Komme au repos à l'aide de la 13c-~MN, 

I"H~O, MIDA et la biopsie hépatique. 

Référence 

I 
! 

/ Kalhan et al. [1997] I 

I 'Hz0 

Hellerstein et al. [1997] 

1 Landau et al. [1995] 

Technique / # hres à jeun 

MIDA [s-"C ,]-g~ycérol 

1 Landau et al. [1996] 

7 

GNG I l 
1 1 

l j (% R. ~ ~ U C O S ~ )  

Magnusson et al. [1992] I3c-~MN 

Nilsson et Hultman [1973] 

Petenen et al. [1999] 

Biopsie hép. ( 1,8L) 

Biopsie hép. ( 1,5L) 

Petenen et al. [1996] 
L 

"c-RMN 



I Référence 1 Technique / # hres à jeun / GNG 1 I 

I 95 
l I i 

I 

30 1 Siler et al. [1998] 1 MIDA [2-'3~i]-glycérol / 12- 14 i , 
1 

1 



Tableau 3: Sommaire des études qui ont mesuré la contribution de la neoglucog~nèsr à la productioii hdpatique de glucose chez 

l'Homme A jeun a l'aide de la diffhmce artério-veineuse htpatiqua. 

# hres B jeun 

1 Ahlborg et al. [1986,1990] 1 12- 14 1 14,46 

R, glucose 

Ahlborg et al. [ 19771 

1 Ahlborg et Felig [ 1982) 

12-14 

1 Chiesson et al. Il9751 

(pmoVkg/rnin) 

1 0,79 

BjOrkman et Eriksson [ 19831 

Bjorkman et al. ( 1  98 11 

GNG lactate 

("/.rt) 

12-14 

60 

12-14 

r 

Wahren et al. [ 1 97 1 ] 

8,49 

4,39 

8,84 

12-14 1 0,47 



Wahren et al. 

[ 19751 

MOYENNE * 
SEM 

# hres ii jeun 
- 

& glucose 

(pmoi/k%min) 



Figure 17: Contribution 

Durée du jeûne (h.) 

relative de la néoglucog6nke B la production 
hkpatique de glucose au repos chez des sujets en periode postprandiale 
immkdiate et en rdponse au jeûne de durée croissante. La figure résume les 
domees du Tableau 2. La contribution de la néoglucogenèse mesurée par 
Nilsson et Hultrnan [1973] a l'aide de la biopsie hépatique est présenté deux 
fois. La première valeur (38 %) correspond au résultat publie, tandis que la 
seconde correspond à la valeur comgée pour le volume hépatique, qui a été sur- 
estimée dans la publication originale [Peterssen et al., 19961. 



ont, quant a eux, rapporté une contribution moyenne de 65 % durant les 72 premières 

heures de jeûne et de 95 % entre la 46- et la 64- heure. Avec ~''H~o, des 

contributions relatives de 47, 54.67 et 93 % ont été rapportées après 14, 13.549, 19 et 

42 heures de jeûne respectivement [Chandramouli et al., 1997; Kalhan et al., 1997; 

Landau et al., 19961. Petenen et al. [1999] ont utilisé de façon simultanée la "c-RMN et 

~''H~o pour mesurer la conaibution de la néoglucogénese entre la 1 4 ' ~  et la 1 gCme heure 

de j e h e  chez des sujets sains et cirrhotiques. Chez les sujets sains, ces auteun [Petersen 

et al., 19991 ont obtenus des contributions relatives de la néoglucogénèse à la production 

hépatique de glucose de 6 1 et 54 % à l'aide de la 13c-EWN et ~ ' 'H~o respectivement. 

Nilsson et Hultrnan [1973b] ont utilisé la biopsie hépatique a l'aiguille pour 

mesurer la contribution de la glycogénolyse à la production hépatique de glucose chez 

des sujets sains a jeun entre 12 et 14 heures. En supposant un volume hépatique de 1.8 

L, ces auteurs [Nilsson et Hultman, 1973bl ont trouvé qu'entre 57 et 67 % de la 

production hépatique de glucose provenait de la glycogénolyse et que la néoglucogénèse 

contribuait entre 33 et 43 %. La contribution de la néoglucogénèse rapponée par ces 

auteurs [Nilsson et Hultrnan, 1973bI est donc environ 25 % plus basse que les valeurs 

rapportées avec la 13c-ltMN et I"H~O [Chandramouli et al., 1997; Kalhan et al., 1997; 

Landau et al., 1996; Petersen et al., 1999; Petersen et al., 1996; Rothrnan et al., 19911. 

Cependant, selon Petenen et al. [1996] le volume hépatique de 1,8 L utiliçé par Nilsson 

et Hultrnan [1973] est trop élevé et contribue a surestimer le flux glycogénolytique. En 

utilisant un volume hépatique de 1,s L, tel que mesuré par IRM chez des sujets de masse 

semblable et à jeun entre 14 et 15 heures petenen et al., 1996; Rothrnan et al., 199 11 et, 

en utilisant les concentrations de glycogène hépatique rapportées par Nilsson et Hultman 

[1973], la contribution de la néoglucogénèse serait d'environ 47 a 56 %; ce qui est 

compatible avec les résultats rapportés avec la l3~-R.MPJ et I'%~o. 

En utilisant MIDA lors dune infusion de ~ 1 3 ~ ] - g l y c é r o l ,  Hellerstein [1997] et 

Siler et al. [1998] ont rapporté qu'environ 30 a 39 % de la production hépatique de 

glucose mesurée chez des sujets a jeun entre 12 et 14 heures provenaient de La 

néoglucogénèse. Après 60 a 64 heures de jeûne, la conaibution relative de la 



néog!ucogénèse mesurée à l'aide de cette même méthode était de 80 % mellentein, 

19971. Dans l'ensemble, ces valeurs, sont de 15 à 30 % plus basses que celles obtenues 

avec la "c-W, l ' 2 ~ t ~  et la biopsie à I'aiguille.   tant donné que des études menées in 

vino chez le Rat [Previs et al., 1998; Previs a ai., 19951 et in vivo chez l'Homme 

[Landau et al., 1995al et le macaque [Previs et al., 19951 ont montré que iWDA pouvait 

mener à une sous-estimation de la contribution de la néoghcogénése à la production 

hépatique de glucose, il est plausible que les valeun rapportées par Hellentein [1997] a 

Siler et al. [1998] soient en effet sous-estimées. 

Quant à la contribution de la néogiucogénèse mesurée à l'aide de la différence 

artério-veineuse hépatique des trois principaux précurseurs glucoformateurs (lacrate, 

alanine, giycérol), elle est en moyenne de 25 et 88 O6 aprés 13-14 heures et 60 heures de 

jeûne respectivement (Tableau 3). Ces domees suggèrent que la différence artério- 

veineuse sous-estime plus la contribution réelle de la neoglucogénèse après des jeûnes 

courts que des jeûnes longs. 

Dans l'ensemble, les résultats récents obtenus à l'aide des techniques développées 

dans le laboratoire de Shulman [Rothan et al, 19911 et de Landau [Landau et al., 1996; 

Landau et ai., 1995bl mettent en évidence que contrairement aux hypothèses initiales 

[Chiasson et ai., 1977; Wasseman et al., 19931, le foie a une activité neoglucogénique 

relativement élevée, même à l'état pst prandiai immédiat Ces données sont compatibles 

avec le fait que la contribution de la voie indirecte à la synthèse de glycogène dans le 

foie se situe entre 23 et 50 % Mapusson et al., 1989; Magnusson et al., 1987; Radziuk, 

1989; Radnuk, 1989a; Radziuk, 1982a; Shulman et al., 19911. Ainsi, pendant les 12 

heures suivant un repas, la contribution relative de la néogiucogénèse serait d'environ 50 

%. Entre 12 et 14 heures de jeûne, sa contribution serait d'environ 60 %. Finalement 

après JO a 60 heures de jeûne, elle atteindrait environ 95 %. Par contre, en terme absolu, 

le filor néogiucogénique est assez constant (5 à 6 pol.kg-l.min-') puisque la production 

hépatique de glucose diminue progressivement au cours du jeiine. En effet, après L2,24 

et 60 heures de jeûne, la production hépatique de glucose se situe respectivement entre 

10-12, 8-9 et 5-9 pm01.k~-'.min-'. 



Ces récentes données obtenues chez i'humain sont compatibles avec celles 

obtenues chez le Rat meese et ai., 1995; Péroni et al., 1997; Péroni et al., 1995; Podolin 

et al., 1999; Previs et al, 19951. En effet chez des rats a jeun entre 12 et 14 heures, la 

contribution de la néoglucogénèse a tté évaluée entre 52 et 56 % [Peroni et al., 1997; 

Péroni et ai., 1995; Podolin et al., 19991 et entre 90 et 100% après 48 heures de jeùne 96 

[Péroni sr al., 1997; Péroni et  al., 1995; Previs et ai, 19951. Péroni et al. [1997] et Neese 

et al. [1995] ont rapporté que i'au-gnentation de la contribution relative de la 

néoglucogénèse &ait en -grande partie due à une importante baisse du flux 

glycogénolytique plutôt qu'à une augmentation du fl UY néoglucogénique (Figure 18). 

Péroni et al. [1997] ont en effet rapporté des flw néoglucogeniques de 3,7 et 4,s 

umo1.rnin". 10og-' après 12 et 48 heures de jeûne respectivement Neese et al. [1995] 

ont, quant à eux, trouvé des flux néoglucogéniques entre 3,3 et 3,8 pmol.rnin~'. 100g-' 

après 5 à 6, 10 à I l  et 20 a 24 heures de jeûne. 

3.1.2 Contribution des di fferents précurseurs 

Bien qu'aucune méthode ne permette de réellement déterminer quelle est la 

contribution individuelle de chacun des précurseurs glucoformateurs, il est néanmoins 

possible de connaître avec sunisamment de précision la contribution du glycérol et du 

PEP, les deux précurseurs immédiats du glucose. Les méthodes permettant de 

déterminer le flux néoglucogénique à parrir du PEP ont été présentées dans la section 2 

du chapitre 1 (2.1.4, 2.2.2, 2.2.3, 2.2.5, 2.3.2). De toutes ces techniques, la biopsie 

chimique au phenyl-acétate avec le [3-"~~]-lactate semble être celle qui est La plus juste 

pour une ualisation in vivo. Le rapport C6K2 de l'enrichissement en deutérium du 

glucose lorsque de l''Hz0 est ingérée peut également être utilisé si on suppose une sous- 

estimation systématique d'environ 20 % Landau et al., 1995bl. 

Deux études ont utilise la biopsie chimique au phenyl-acétate et l'infusion de [3- 

'3~I]-lactate in vwa chez L'Homme piraison et al., 1998; Landau et al., 19951. Ces 

auteurs ont rapporté que la contribution de la néo@ucogénèse à partir du PEP a la 
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Figure 18: Production hhpatique de glucose et contribution de la 
néoglucogMse chez le Rat il jeun. Les données sont tirées de l'article de 
Péroni et al. [1997] (Figures a, c, e), et Neese et ai  [1992] (Figures b, 4 f). Dans 
ces deux études, MIDA lors d'une infusion de [2 -13C,]-glycérol a été utilisée 
pour mesurer la contribution relative de la néoglucogenèse (% GNG). La 
production heptique de glucose (Ra glucose) a &té mesurée par une technique 
isotopique standard avec du [3JH]-glucose ou du [6- 3H-giucose. La 
contribution absolue de la néoglucogenèse (Ra GNG) a été obtenue en 
multipliant le Ra glucose par la contribution relative de la néoglucogenèse. 



production hépatique de glucose était de 41 et 86 % chez des sujets à jeun de 12 heures 

[Diraison et al., 19981 et de 60 heures bandau et al., 19951 respectivement. Si un facteur 

de correction de 20 % est appliqué aux données obtenues à l'aide du rapport C6/C2 dans 

les études utilisant I ' ~ H ~ O  [Landau et al., 199%], des valeurs similaires sont obtenues 

(42 96 chez des sujets a jeun entre 14 er 16 heures et 80 46 entre 60 et 70 heures de 

jeiine). En effet, Landau et al. [1995b] ont rapponé une contribution relative du PEP a la 

production hépatique de glucose de 54 */o après un jeûne entre 14 a 16 heures cr 64 O/o 

entre 60 et 70 heures. 

Quant a la contribution de la néoglucogénèse à pam'r du glycérol. elle peut itre 

estimée en faisant la différence entre le flux néoglucogénique total (Tableau 2) et le flux 

néoglucogénique à partir du PEP. Cette valeur est de 8 ?/O après un jeûne entre 12 et 14 

heures et de 11 % apres 60 heures. 

.3.2 Contribution de la néoglucogénése à [o production hépatique de glucose à 

l'exercice 

Étant donné que la néoglucogénèse est une voie métabolique dont il est difficile 

de quantifier avec précision le flux in vrvo, I'ensembie des techniques récentes mises au 

point pour mesurer sa conm%ution à la production hépatique de glucose ont été utilisées 

dans des conditions expérimentales idéales; c'est à due au repos et dans plusieurs cas 

après un jeûne prolongé (60 heures chez l'humain et 48 heures chez le Rat) de façon a 

s'assurer que la conmbution théorique de la néoglucogénèse soit proche de 100 %. Par 

conséquent, les domees disponibles chez l'tlornme a l'exercice sont peu nombreuses et 

ont été obtenues dans la plupart des cas avec des techniques reconnues pour sous-estimer 

la néogiucogénèse au repos: différence artério-veineuse [Ahlborg a B j o r k m a  1990; 

Ahlborg et al., 1986; Ndborg et Felig 1982: Ahlborg et Felig, 1977; Ahlborg et al., 

1974; Bjorkman and Eriksson, 1983; Bjorkman et ai., 1981; Sestoft et al., 1977; Wahren 

et d., 1975; Wabren et al., 19711, infusion de N ~ H ~ ~ C O ~  [Coggan et al., 19951 a de 

précurseurs marqués pergman et al., 2000; Lavoie et al., 1997; Stanley et ai., 19881. 

Récemment, la technique LVIIDA lors dune Uifusion de [z-"c i]-giycerol ou de [3-13c i l -  

alanine a également été utilisée par le laboratoire de Brooks pour mesurer le flux de la 



néoglucogenèse à l'exercice [Trimmer et al., 19981. Cependant ces données, publiées 

sous forme de résumé, ont été obtenues chez un seul sujet et cette méthode a été 

sévèrement critiquée [Landau et al., 1995a; Previs et al., 1999; Previs et al., 1998; Previs 

et al., 19951. 

Les études menées chez le Chien et le Rat à l'exercice présentent les mêmes 

problèmes que les études effectuées chez l'Homme. Les techniques qui ont été utilisées 

sont la différence arténo-veineuse et/ou l'infusion de précurseurs marqués [Wasseman 

et al., 1993; Wasserman et al., 1990; Wasserman, et al., 19881, l'infusion de 

bicarbonates marqués [Ryan et al., 19931 ainsi que la combinaison de traceurs 

réversibles et irréversibles du glucose [Brooks and Donovan, 1983; Donovan and 

Sumida, 1990; Turcotte et Brooks, 1990; Turcotte et al., 19901. 

Par ailleurs, il existe un certain nombre d'études chez l'Homme [Hultman et 

Nilsson, 197 11, le Chien [Wasseman et al., 19881 et k Rat [Donovan and Sumida, 1990; 

Ryan et al. 1993; Sonne et al., 1987; Sonne et Galbo, 1986; Sonne et al., 1985a; Vissing 

et al., 1989; Vissing et ai., 1988; Vissing et al., 1988al dans lesquelles des prélèvements 

de tissus hépatiques ont été obtenus avant et après l'exercice, permettant ainsi de 

calculer le flux glycogénolytique moyen durant 1'efEort. Dans toutes ces études sauf celle 

d'Hultman et Nilsson [1971], la production hépatique de glucose a été mesurée. 

permettant de calculer le flux néoglucogenique moyen au cours de l'exercice. 

Dans cette section, les données permettant de dresser un portrait de la réponse du 

métabolisme hépatique du glucose à l'exercice sont revues de façon distincte chez 

l'Homme, le Chien et le Rat. Il semble exister entre ces espèces certaines différences 

qu'il paraît intéressant de considérer avant d'aborder, dans la section 4, les effets de 

l'entraînement en endurance sur la réponse hépatique à I'exercice. 



-3.2.1 Métabolisme hépatique du elucose a l'exercice chez l'Homme 

.3.L 1. I P roductzon hépatique de glucose 

Pour un exercice prolongé effectué a puissance constante, la production 

hepatique de glucose varie en fonction de la durée de l'effort [Kjzr, 19951. La figure 19 

présente des cinétiques de production hépatique de glucose au cours d'exercices 

prolongés de 90 à120 minutes effectués à puissance constante après 12 a 14 heures de 

jeûne chez l'Homme [Coggan et al., 1995; McConell et al., 1994; Mendenhall et al., 

1994; Phillips et al., 1996; Phillips et al., 19951.Ces études rapportent de façon générale 

une augmentation progressive de la production hepatique de glucose au cours de l'effort 

et ce jusqu'a 120 minutes. Un nombre restreint de domees sont disponibles concernant 

la production hépatique de glucose pour des exercices d'une durée supérieure à 120 

minutes chez des sujets à jeun entre 12 et 14 heures [Ahlborg et Felig, 1982; Ahlborg et 

Felig, 1977; Ahlborg et al., 1974; Stein et al., 19891. Ces études montrent que la 

production hépatique de glucose plafonne, puis diminue lorsque l'exercice se prolonge 

(Figure 20). En effet, lors d'un exercice de 4 heures effectué à 30 % du VOrmax, une 

baisse de 25 % (de 25,3 à 19,2 pn01.k~-'.min") de la production hépatique de glucose a 

été observée durant la dernière heure de l'exercice [Ahlborg et Felig, 1977; Ahlborg et 

al., 19741. Pour un exercice de 3 heures effectue a une intensité supérieure, soit à 60 % 

du VOzmax, Ahlborg et Felig [1982] ont observé une baisse de 62 % de la production 

hépatique de glucose (de 4 1,l à l5,8 pmol.kg~'.min~') durant la dernière heure de 

l'exercice. Stein et al. [1989] ont également observé une diminution de 50 % de la 

production hépatique de glucose entre la 4h et la 6- heure d'un exercice effectué à 

environ 55 % du V02max Cependant, il est à noter que les valeurs rapportées par Stein 

et al. [1989] sont beaucoup trop élevées pour un exercice de cette intensité et de cette 

durée, ce qui suggère une erreur de nature méthodologique. Néanmoins, les données 

rapportées dans cette étude indiquent que la production hepatique de glucose plafonne et 

diminue lors d'un exercice de très longue durée. 
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Figure 19: Production hépatique de glucose chez l'Homme au cours d'un 
exercice de moins de120 minutes. Dans les études de Ahiborg et al. [1986] et 
Ahlborg et Eriksson [1990], l'exercice était effectué a 30 O/O du V0,max ( l , l 7  
L/min), alors que dans l'ensemble des autres études, la puissance rela&e utilisée 
était de 59-69 % du V0,mâu (2,l - 2,2 LJmin). Dans toutes les études sauf celles 
de Ahlborg et al. [1986] et Ahlborg et Eriksson [1990], dans lesquelles la 
différence artério-veineuse hépatique a été utilisée, la production hépatique de 
glucose a été mesurée a l'aide d'une techruque isotopique standard. 

.I 

+ -0- A h h g  a Fdig (1982) ,-- ' E S I -  9' 

O M 1M) 150 m UO 3m 3H) J00 

Temps (min) 

Figure 20: Production hépatique de glucose chez l'Homme au cours d'un 
exercice de plus de 120 minutes. Dans ces études, la puissance a laquelle a été 
efféctue I'exercice correspondait à 30,58 et 53 % du V0,max respectivement, soit 
156, 2.2 et 2 2  Umin. Dans les études du groupe de Ahlborg, la production 
hépatique de glucose a été déterminée par différence artério-veineuse hépatique, 
alors que dans l'étude de Stein et al. [1989], une technique isotopique standard a 
été utilisée. 



Outre la durée de l'effort, la production hépatique de glucose est également 

dépendante de l'intensité a laquelle l'exercice est effectué wjier, 19951. La figure 21, 

extraite de la méta-analyse de Kjær sur le métabolisme hépatique a l'exercice [Kjær, 

19951, montre la relation entre la production hépatique de glucose et la puissance de 

l'exercice chez l'Homme à jeun entre 12 et 14 heures. La relation a été établie à partir des 

données provenant de 23 études qui ont mesuré la production hepatique de glucose soit 

par différence artério-veineuse hépatique ou par une technique isotopique standard avec 

du 'H-glucose. La production hépatique de glucose au repos (environ 1 1 p.mol. kg-'.min- 

') représente la valeur moyenne obtenue chez 84 sujets et, chaque point sur le graphique 

représente une moyenne de 5 et 10 sujets. Cette figure montre que l'augmentation de la 

production hépatique de glucose en réponse à l'exercice est linéaire pour des puissances 

d'exercices allant jusqu'à -60 % du V02max, après quoi l'augmentation tend à être 

exponentielle. Pour des exercices de faible puissance (entre 40 et 50 % du VO?max), la 

production hépatique de glucose est de l'ordre de 20 a 30 pmol.kg".min-'. Pour une 

puissance moyenne à élevée (entre 60 et 80 % du VOtrnax), la production hépatique de 

glucose est de l'ordre de 40 à 60 pn01.k~-'.min-', alon que pour des exercices de 

puissance élevée (entre 100 et 110 % du V02max) et de courte durée, des taux 

d'apparition du glucose circulant allant de pouvant atteindre des valeurs comprises entre 

70 et 120 pmol.kg'l.min'l ont été rapportés [Kjær et al., 1986; Marliss et al. 19921. 

.3.2.1.2 Contriburion de la glycogénolyse et de la néoglucogénèse 

Les résultats de l'étude de Hultman et Nilsson [1971], obtenues à l'aide de la 

biopsie hépatique à l'aiguille, suggèrent que durant la première heure d'un exercice 

d'intensité moyenne à élevée (75 % du V02max), I'accroissement de la production 

hépatique de glucose est principalement due à une augmentation du flux 

glycogénolytique, tandis que I'accroissement du flux néoglucogénique est 

proportionnellement beaucoup plus faible. Dans cette étude [Hultman et Nilsson, 19711, 

la concentration de glycogène pré- et pst-exercice était de 44 et 20 @cg de tissu 

respectivement (Figure 22). La quantité totale de glycogène dégradde au cours de 

l'exercice était donc d'environ 36 g, sachant que le volume hepatique est d'environ 1'5 
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Figure 21: Production hhpatique de glucose au repos et à l'exercice en 
fonction de puissance relative (% V0,max). La figure est tirée de la revue de 
Kjaer ( 1995) sur le métabolisme hépatique a l'exercice. Les données présentées 
constituent une valeur moyenne pour 84 sujets au repos et à l'exercice (course 
ou bicyclette). Chaque point représente la moyenne d'environ 5-10 sujets. Dans 
I'ensemble des études, la production 
différence arténo-veineuse hépatique 
standard. 
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Figure 22: Variation de la concentration de glycoghe Mpatique chez 
19EIomme en réponse $ un exercice d'une heure ii 75 % du V0,max. La figure 
est extraite de l'étude de Hdmian et Nilsson [1971]. La concentration de 
glycogène a été mesurée a partir d'échantillons prélevés par biopsie hépatique à 
l'aiguille chez 33 sujets au repos et 14 sujets ayant e f f m é  un exercice de 60 min 
à 75 % du V0,max après 12-14 h de jeûne. Le prélèvement de tissu a été effkctué 
a la même heure de la journée chez les sujets maintenus au repos ou soumis à 
l'exercice. *m : différent du repos, P 5 0,00 1. 



L (et non de 1,8 L, tel qu'utilisé par les auteurs) chez des sujets de 70 à 80 kg [Petersen 

et al., 19961. Pour un effon de cette puissance (75 % du V02max), la production 

hépatique de glucose est en moyenne de JO à 50 pmol.kg-l.min*' (Figure Z l ) ,  soit une 

production totale de 31 à 41 g de glucose pour les 60 minutes d'exercice. Dans ces 

conditions expérimentales, la contribution moyenne de la néoglucogenèse était donc au 

minimum de O g et au maximum de 5 g, soit O a 13 % de la production hépatique de 

glucose, alors que la contribution moyenne de la glycogénolyse était de 100 a 87 96. 

Les résultats de Wahren et al. [1971] et Bjdrkman et Eriksson [1983], obtenus 

par différence arténo-veineuse hépatique chez des sujets à jeun entre 12 et 14 heures, 

suggèrent également que durant la première heure d'exercice, la hausse du flux 

glycogénolytique est en grande partie responsable de la hausse de la production 

hépatique de glucose (Tableau 4). Dans l'étude de Wahren et al. [1971], la contribution 

de la néoglucogénèse à partir du lactate, du pynivate et du giycérol a été mesurée lors 

d'un exercice de 40 minutes effectué à trois intensités differentes (65, 13 1 et 196 W). A 

la 40- minute de l'exercice effectué à 196 W, puissance proche de celle utilisée dans 

l'étude de Hultman et Nilsson [1971], le flux giycogéndyhque était 437 % supérieur à la 

valeur de repos, d o n  que le flux néoglucogenique était seulement 23 % plus élevée. 

Globalement, la contribution de la glycogénolyse et de la néoglucogénèse à la 

production hépatique de glucose était de 88 et 12 % respectivement. Ces résultats sont 

en accord avec les résultats rapportés par Hdtman et Nilsson [197 11, qui sont de 87 et 

13 % pour la glycogénolyse et la néoglucogénèse respectivement. Pour les deux 

exercices a plus faible puissance (65 et 131 W), l'augmentation de la production 

hépatique de glucose, quoique moindre, était également due a une stimulation de la 

glycogénolyse, et d'une manière beaucoup moins importante, à une stimulation de la 

néogiucogénèse. Les résultats rapportés par Bjorkman et Eriksson [1983], pour un 

exercice effectue entre 55 et 60 % du VOlrnax, sont également compatibles avec ceux 

rapportés par Wahren et al. [1971]. La contribution moyenne de la néoglucogénèse est 

cependant kgèrement plus élevée dans l'étude de Bjorlmian et Eriksson [1983] (19 % vs 

12 à 15 % de la production hépatique de glucose). Ceci est probablement dû au fait que 

dans cette étude, la contribution des quatre principaux précursem giucofonnateurs 



Tableau 4 : Production hépatique de glucose et contribution de la glycogknolyse et de la néoglucogénèse itu cours de l'exercice de 

moins de 60 minutes chez l'Homme. 

Référence 

Wahren et al. 

[1971] 

Protocole 

jeun 12-14 h 
40 min crgo 

400 kpm 
( 1  Umin) 

jeun 12-14 h 
40 min erg0 

800 kpm 
( 1,7 1 Jmin) 

jeun 12-14 h 
40 min erg0 
1200 kpm 

(2,3 Umin) 

-- 

Temps 

(min) 

O 
5 
10 
20 
30 
40 
ASC 

O 
5 
10 
20 
30 
40 

ASC 

O 
5 
1 O 
20 
30 
40 

ASC 

R. glucose 

(pmoln.kg71.mia") 

GNG totale 





(lactate, pynivate, glycérol et alanine) a été mesurée, dors que dans l'étude de Wahren 

et al. [197 11 la contribution de l'alanine n'a pas été déterminée. 

Bien qu'aucune mesure directe de la variation de la concentration de glycogène 

n'a été effectuée lors d'exercices poursuivis au-delà de 60 minutes, les données de 

Hultman et Nilsson [1971] suggèrent néanmoins que le flux glycogénolytique observé 

durant la première heure d'exercice pourrait être maintenu durant la deuxième heure, 

après quoi un épuisement complet des réserves de glycogène serait observé. Le tableau 5 

et les figures 23 et 24 présentent les domees obtenues par le groupe de Ahlborg à l'aide 

de la différence artério-veineuse hépatique [Ahlborg et Bjdrkman, 1990; Ahlborg et al., 

1986; Ahlborg et Felig, 1982; Ahlborg et Felig, 1977; Ahlborg et al., 197.11, ainsi que 

par Coggan et al. [1995] à l'aide d'une infusion de N ~ H ' ~ C O ~ .  Pour les trois études dans 

lesquelles la durée de l'exercice était de 120 minutes à une puissance comprise entre 30 

et 60 % du VOlmax [Ahlborg et Bjdrkman, 1990; Ahlborg et al., 1986; Coggan et al., 

19951, la quantité totale de glucose produite était inférieure ou proche de la quantité de 

glycogène hépatique disponible (entre 50 et 72 g) chez des sujets a jeun entre 12 et 14 

heures, qui a été rapportée dans les études de Petenen et al. [1996] et de Rothman et al. 

[1992]. Dans ces études, une augmentation linéaire du flux glycogénolytique et de la 

production hépatique de glucose a été observée au cours de l'effort. Cependant, dans les 

études oc l'exercice était d'une durée de 180 et 240 minutes à une puissance de 60 et 30 

% du VOzmax respectivement [Ahlborg et Felig, 1982; Ahlborg et Felig, 1977; Ahlborg 

et al., 19741, la quantité totale de glucose produite était proche ou supérieure à la 

quantité de glycogène disponible. Dans ces mêmes études, un plafonnement puis une 

diminution importante du flw glycogénolytique ont été observés durant la dernière 

heure d'exercice. Cette diminution n'a pu être compensée par I'accroissement du flux 

neoglucogénique ainsi, une importante baisse de la production hépatique de glucose a 

été observée. En effet, bien que la contribution relative de la néoglucogénèse soit passée 

de 1 1 à 19 % à 39 à 48 % durant la dernière heure d'exercice, le flw néoglucogénique 

absolu ne s'est seulement accru de 2,6 à 2,9 pmol.kg*'.min", alors qu'il aurait fallu une 

augmentation comprise entre 6,l et 25,3 pnol.kg-'.min-' pour prévenir la chute de la 

production hépatique de glucose (Tableau 5). 





Référence 

Coggan et al. 

[ 1 9951 

- 
Protocole 

jeun 12-14 h 
2 h erg0 

60 % V02max 
(2.1 Umin) 

-- 
Temps 

(min) 

O 
15 
30 
45 
60 
75 
90 
1 O5 
120 
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Pm*-- 

CNG totate 7 Glyrogholyse 1 
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Figure 23: Production hepatique de glucose et contribution de la 
glycogénolyse et de la néoglucog&dse chez l'Homme au cours d'un exercice 
de moins del20 minutes. Les figures résument les données rapporties dans 
l'étude de Ahlborg et al. [1986], qui ont été reprises par Ahtborg et Eriksson. 
[1990], ainsi que dans l'étude de Coggan et al. [1995]. Les domees ainsi que la 
description des conditions expérimentales sont présentées dans le Tableau 5.  
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Figure 24: Production hépatique de glucose et contribution de la 
glycogénolyse et de la néoglucog4nèae chez 1'Homme au coun d'un exercice 
de plus de 120 minutes. Les deux figures résument les données rapportées par 
Ahlborg et al. [1974, 1977 et Ahlborg et Felig [1982]. Les données ainsi que la 
description des conditions expérimentales sont présentées dans le Tableau 5. 



De façon générale, ces études suggèrent que chez l'Homme, la chute de la 

production hépatique de glucose observée tardivement au cours de l'exercice es1 

directement relié à l'ipuisement des réserves de glycogène. Ces études montrent 

également que le flux de la néoglucogénèse augmente de façon lente et linéaire au cours 

du temps, mais que cette voie ne semble pas avoir la capacité d'accroitre son tlu. 

suffisamment pour maintenir une production hépatique de glucose élevée. Les données 

obtenues par Bjdrkrnan et Eriksson [1983] chez des sujets à jeun de 60 heures (Tableau 

4) effectuant un exercice de 10 minutes à 60 ?/o du V02max supportent en effet l'idée 

que la néoglucogénèse a une faible capacité maximale chez l'Homme. Dans cette même 

étude, une augmentation linéaire de la production hépatique de glucose a été observée au 

cours de l'exercice. Cependant, cette production itait d'environ 50 % inférieure aux 

valeurs obtenues chez les mêmes sujets a jeun enae 12 et 14 heures. Après un jeûne de 

60 heures la contribution de la néoglucogénese à la production hépatique de glucose au 

repos et a I'exercice est de 100 %, si bien que la production hépatique de glucose 

rapportée au cours de l'exercice dans cette étude pourrait s'approcher de la capacité 

maximale de la néoglucogénese. 

3.3.2 Métabolisme hépatique du glucose à l'exercice chez le Chen 

.3.2.2.1 Production hépique de glucose 

Les données disponibles, qui provie~ent principalement du groupe de 

Wasserman, indiquent que chez le Chien la réponse du métabolisme hépatique du 

glucose a l'exercice prolongé est à maints égards semblable a ce qui est observé chez 

l'Homme. Le tableau 6 ptésente les résultats de quatre études du groupe de Wasserman 

dans lesquelles la différence artério-porto-veineuse a été utilisée à l'exercice chez le 

Chien à jeun entre 12 et 14 heures perger et al., 1994; Wassennan et al., 1993; 

Wasserman et al., 1990; Wasserman et al., 19881. Dans l'étude de Wasseman et al. 

[1988], le contenu en glycogène du foie a été mesuré, permetîant ainsi d'estimer 

directement la contriiution moyenne de la giycycogénolyse et de calculer la contribution 

de la néogiucogénese, d'une manière complémentaire à la différence artério-porto- 

veineuse. Dans l'ensemble, ces études sont basées sur le même protocole d'exercice, 



Tableau 6: Production hdpatique de glucose et contribution de la glycogénolyse et de la néoglucog6nése au cours de l'exercice 

prolongt5 chez le Chien. 

Rbférence 

Berger et al. [ 19941 

Wasserînan et al. [1988] 
-- 

Wasserman et al. [ 1 9901 

Wasserman et al. [ 1 9931 

ASC R. gluc 
-- - - -- - -- 

~ I Y  CI 1 Prise p r 6 e u r s e u r ~ L  GNG -- 
(g) 
18,7 

N.D. 

(g init; fin) 

ND. 

26,3 N.D. 

ASC & gluc: aire sous la courbe de la production hdpatique de glucose. 

[glyc] : Concentration de glycogène hépatique initiale et finale. 

*: Aire sous la courbe de la prise de lactate, d'alanine et de glyctrol dans la veine porte et I'artére hkpatique. 

24,6 N.D. 



soit 150 minutes de tapis roulant à 100 &min avec une pente de 12 %. La production 

totale de glucose au cours de l'exercice, rapportée dans ces études est entre 18 et 26 g. 

La figure 25 montre que, de manière similaire à ce qui est observé chez I'Homme, la 

production hépatique de glucose augmente progressivement au cours des 90 premières 

minutes d'exercice, après quoi un plafonnement est observé. De plus, cette figure illustre 

également qu'au repos comme à l'exercice, la production hépatique de glucose du Chien 

est du même ordre de grandeur que celle observée chez l'Homme. 

-3.2.2.2 Conhib ution de la giycogénolyse et de (o néoglucogénèse 

La contribution respective de la glycogénolyse et de la néoglucogénèse calculée à 

l'aide de la différence artério-porto-veineuse chez le Chien est proche de ce qui est 

observé chez l'Homme. En effet, durant les 150 minutes d'exercice, la contribution 

moyenne de la glycogenolyse et de la néoglucogénèse rapportées chez le Chien est de 

l'ordre de 83 i 87 et de 13 à 17 % respectivement [Berger et al., 1994; Wasserman et al., 

1993; Wasserman et al., 19901, comparativement aux valeurs obtenues chez l'Homme 

qui sont de l'ordre de 8 1 à 87 et de 13 à 19 % respectivement pour un exercice de 120 à 

240 minutes [Ahlborg et Bjorkman, 1990; Ahlborg et al., 1986; Ahlborg et Felig, 1982; 

Ahlborg et Felig, 1977; Ahlborg et al., 19741. Ces valeun sont toutefois différentes de 

celles qui ont été calculées à partir de la variation du contenu en glycogène hépatique 

rapportée dans l'étude de Wasserman et al. [1988]. Dans cette étude une légère 

surestimation de la variation du contenu en glycogène pourrait expliquer la surestimation 

de la contribution de la glycogénolyse (96 %) et la sous-estimation de la conmbution de 

la néoglucogénèse (4 %). En ce qui a trait a l'évolution du flux néoglucogénique au 

cours de l'exercice, la figure 25 montre que de manière similaire a ce qui est observé 

chez l'Homme, le flux de la néoglucogénèse augmente de façon linéaire passant de 2,6 à 

2,9 pmol. kg-'.min" (entre 1 5 et 1 8 % du R. glucose) au repos à 6,6 a 9,8 pnol. kg-' .min- 
I (entre 1 8 et 20 % du R, glucose) en fin d'exercice. 

Dans les quatre études du groupe de Wasserman [Berger et ai., 1994; Wasseman 

et al., 1993; Wasserman et al., 1990; Wasseman et al., 19881 une infusion d'alanine 
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Figure 25: Production hepatique totale de glucose et contribution de la 
adoglucog6nése chez le Chien B l'exercice. Les données sont extraites de trois 
études du groupe de Wasserman [Wasserman et ai., 1990, 1993; Berger et al., 
19941 dans lesquelles la différence artério-porto-veineuse hépatique combinée a 
l'infusion de [U-14C,]-alanine a été utilisée. La production héparique de glucose 
(Ra glucose) et le flux néoglucogénique (Ra néoglucogenese) présentés sur cette 
figure ont été mesuré par difference artério-porto-veineuse en glucose, lactate, 
pymvate, alanine et glycérol. 



marquée a 

spécifique 

différence 

egalement été utilisée pour mesurer un index néoglucogénique. L'activité 

iu glucose, du lactate et de l'alanine a ité utilisée conjointement a la 

artério-porto-veineuse pour calculer la contribution ((minimale)) de la 

néoglucogénèse a la production hépatique de glucose. Comme il l'en a été discuté à la 

section 2.1.3, les valeurs obtenues a l'aide de cette approche dans des conditions de 

repos ne sont pas représentatives de la contribution réelle de la néoglucogéniise. Les 

données du groupe de Wasserrnan indiquent que cette sous-estimation persiste a 

l'exercice, ce qui suggère que les phénomènes d'échange et de dilution isotopique ne 

sont pas modifiés. En effet, au repos comme à I'exercice, la contribution moyenne de la 

néoglucogénèse à la production hépatique de glucose mesurée à I'aide des isotopes est 

de 2 à 6 fois infërieure à la valeur obtenue a I'aide de la différence artério-porto- 

veineuse (Tableau 7). 

.3.2,3 Métabolisme hé~atiaue du glucose a I'exercice chez le Rat 

.3.2.3. I Production héparique de glucose 

Chez le Rat, la réponse de la production hépatique de glucose au cours de 

l'exercice prolongé effectué à puissance constante est relativement similaire à ce qui est 

observé chez l'Homme et le Chien. La figure 26 présente la production hépatique de 

glucose observée dans différentes études au cours de l'exercice chez le Rat nourri et à 

jeun ponovan et Sumida, 1990; Ryan et ai., 1993; Sonne et al., 1987; Sonne et Gaibo, 

1986; Sonne et ai., 1985a; Vissing et al., 1989; Vissing et al., 1988; Vissing et al., 

1988aI. Chez le Rat nourri, les études du groupe de Galbo [Sonne et al., 1985a; Sonne et 

al., 1987; Vissing et al., 1988; Vissing et al., 1988a; Vissing et al., 19891 montrent que 

lors d'un exercice sur tapis roulant (21 &min, 0 % de pente) d'une durée de 40 minutes, 

la production hépatique de glucose passe de 8 à 10 pnole~.k~'~.min-~ au repos a 13 à 

17poies. 100 g-'.min-l après environ 10 minutes d'exercice, cette valeur demeurant 

relativement constante par la suite. Pour un exercice de puissance et de durée identique, 

une augmentation rapide de la production hépatique de glucose est également observée 

chez le Rat a jeun de 12 a 48 heures ponovan et Sumida, 1990; Sonne et al., 1987; 

Sonne et Galbo, 19861. Cependant, la production hépatique de glucose atteinte a 



Tableau 7: Contribution de la ntoglucoghese a la production hdpatiquc: de glucose chez le Chien au repos et a l'exercice: 

Comparaison de la diffdrence porto-veineuse hdpatique et de l'infusion de prdcurseurs marques. 

Berger et al. [1994] r-- 
Wassennan et al. [ 19901 0 
Wasserman et al. [ 1 9931 

Condition 

(% R, glucose) 

Repos 

Exercice 

Repos 

Exercice 

Repos 

Exercice 

RSA: Activitk spkifique relative du glucose et des prdcurseurs glucoformateurs (lactate et alanine) dans la sang artériel à l'état stable 

lors d'une infusion de  alanine. 

(./O R, glucose) 

A 
-- 

17,9 

1 7,4 
--- - 
20,3 

12,9 
- -- 
15,l 

15,l 



-a- Vissmg et ai. t 1988. l988a) i 
-O- Vissuq et al. (1988. 1988a) 
-A- Viumg a ni .  ( 1  989) 

Temps (min) 

-0- Sonne et aL (1987) 
-A- !%MC et al. (1987) 

o , ; , l I ~ m l I  
-40 O  40 80 120 160 100 240 

Temps (min) 

Figure 26: Taus d'apparition du gluco~e circulant au cours de l'exercice chez 
le Rat nourri et h jeun. Les deux figures résument les données publiées par 
Sonne et al. [1985, 1987 et Vissing et al. [1988, 1988% 19891 chez le Rat nourri 
ainsi que par Donovan et Sumida [1990], Ryan et al. [1993], Sonne et Galbo 
[1986], et Sonne et al. [1987] chez le Rat à jeun. Dans l'étude de Donovan et 
Sumida [1990] et Ryan et al. [1993], le traceur utilisé était te [of Hl]-glucose, 
alors que dans les autres ktudes, provenant toutes du groupe de Galbo, du [3-3H,]- 
glucose a été utilisé. Toutefois, la position de l'hydroghe tritié sur le squelette 
carboné du glucose n'a peu ou pas d'influence sur les valeurs obtenues dans ces 
conditions. 



l'état stable durant l'exercice chez le Rat a jeun est de l'ordre de 55 à 65 96 inférieure a 

celle qui est observée chez le Rat nourri (6 4 10 vs 13 a 17 prnoles. 100 g%nin''). Pour 

un exercice d'une durée supérieure à 60 minutes, les seules informations disponibles 

proviennent de l'étude de Ryan et al. [1993] qui ont mesuré la production hépatique de 

glucose et le flux néoglucogenique lors d'une séance de natation d'une durée de 4 heures 

chez le Rat à jeun de 12 heures. Ces auteurs ont rapporté une augmentation progressive 

de la production hépatique de glucose pendant les 80 premières minutes d'exercice, 

suivie d'une diminution graduelle et d'une stabilisation au cours des 160 dernières 

minutes. 

Comme chez l'Homme, il existe chez le Rat une relation positive entre la 

puissance a laquelle l'exercice est effectué et la production hépatique de glucose. La 

figure 17, produite a partir des données de Brooks et Donovan [1983], montre en effet 

que le taux de renouvellement du glucose circulant augmente en fonction de la 

consommation d'oxygène chez des rats à jeun de 12 heures courant sur tapis rodant. 

Sonne et Galbo [1986; 19851 ont également observé une production hépatique de 

glucose inférieure chez des rats courant à 14 m/min, comparativement aux rats courant a 

2 1 dmin  (Figure 27). 

.3.2.3.2 Contribution de la glycogénolyse et de lu néoglucogénèse 

Bien que la réponse du métabolisme hépatique a l'exercice chez le Rat et 

l'Hoomme soit apparemment similaire au niveau de la production totale de glucose, il 

semble néanmoins exister des différences entre ces deux espèces au niveau de la 

contribution de la glycogénolyse et de la néoglucogénèse. Une comparaison du rapport 

entre la quantité maximale de glycogéne qui peut être emmagasinée dans le foie et la 

production totale de glucose au repos en 24 heures chez ces deux espèces, suggère que le 

Rat est beaucoup plus dépendant envers la néoglucogénèse que ne l'est l'Homme. Chez 

un Homme de 70 kg, le rapport quantité de glycogène / production totale de glucose est 

de ['ordre de 0,41 B 0,50, compte tenu que la quantité maximale de glycogène 
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Figure 27: Relation entre la puissance d'exercice et le taux d'apparition du 
glucose circulant chez le Rat. La figure reproduite a partir des données de 
Mude de Brooks et Donovan [1983] présente la relation entre le t a u  de 
renouvellement moyen du glucose circulant (5 glucose) et la consommation 
d'oxygène (VO,) mesurée au repos et au cours d'un exercice sur tapis rodant 
(13.4 et 26.8 dmin ,  1 % de pente) chez des rats à jeun de 12 h Le R, glucose a 
été mesuré à l'aide d'une infusion continue de [6-3KJ-glucose. La figure 
reproduite à partir des domées de Sonne et Galbo [1986] présente i'evolution du 
taux d'apparition du glucose circulant (R, glucose) au repos et au cours d'un 
exercice sur tapis roulant effectué B 14 ou 2 1 m/min à O % de pente chez des rats 
a jeun de 12 h. Dans cette étude, le R, glucose a été déterminé à l'aide d'une 
infusion continue de [3-3H]-glucose. * : different de 21 rn/min, P 1 0,05. 



hépatique emmagasinée quelques heures après un repas est de l'ordre de 500 mrnoles 

(90 g) petersen et al., 19961 et que la production hépatique de glucose au repos est de 

l'ordre de 10 a 12 pmoles.kg~l.min'' (Tableau 3). Chez un Rat de 100 g, ce rapport est 

environ sept fois plus bas, soit de l'ordre de 0,05 a 0-09. Ceci est attribuable au fait que 

la quantité de glycogène hépatique emmagasinée chez le Rat nourri n'est que de 1'4.1 à 

2,00 rnrnoles ([glycogene] = 180 - 250 pmoledg de poids frais; masse du foie = 4 96 du 

poids corporel) [Sonne et al.. 1987: Sonne et al.. 1985: Vissing et al.. 19891 et que le 

taux de renouvellement du glucose circulant au repos est dix fois plus élevé que chez 

l'Homme (80 - 100 pmoles.kg''.rnin" : Figure 26). 

Le tableau 8 présente les données d'études dans lesquelles la production 

hépatique de glucose et la variation de la concentration de glycogène hépatique ont été 

mesurées a l'exercice chez le Rat dans différents états nutritionnels [Donovan et Sumida, 

1990; Ryan et al., 1993; S o ~ e  et al., 1987; Sonne et Galbo, 1986; Sonne et al., 1985; 

Vissing et al., 1989; Vissing et al., 1988; Vissing et al., 1988al. L'aire sous la courbe de 

la production hépatique de glucose a été utilisée pour déterminer la quantité totale de 

glucose libérée par le foie. La contribution de la glycogénolyse a été calculée en 

supposant que la masse totale du foie représentait 4 ?4 du poids corporel [Sonne et al., 

1987; Sonne et al., 1985; Vissing et al., 19891. Chez le Rat nourri, les résultats montrent 

que la contribution moyenne de la glycogénolyse et de la néoglucogénèse pour un 

exercice de 40 minutes sur tapis roulant (21 rnhin, O % de pente) e n  de l'ordre de 33 à 

44 et de 56 à 67 % respectivement (Figure 28). Après un demi jeûne [Sonne et al., 1987; 

Sonne et Galbo, 19861 ou un jeûne court [Vissing et al., 1988; Vissing et al., 1988a], la 

contribution respective de la glycogénolyse et de la néoglucogénèse deviennent 

respectivement de l'ordre de 19 à 27 et de 73 à 8 1 %. Après 12 à 48 heures de jeûne, 

Ryan et al. [1993] et Donovan et Sumida [1990] ont montré que la néoglucogénèse 

contribuait pour plus de 95 % à la production hépatique de glucose durant l'exercice. Ii 

est intéressant de noter que dans l'étude de Ryan et al. [1993] le flux néogiucogénique à 

partir du PEP a également été mesuré à l'aide d'une infusion de N ~ H ' ~ c o ~ .  Avec cette 

méthode, la contriiution relative de la néoglucogénèse à la production totale de glucose 

était en moyenne de 50 %, suggérant que l'infusion de bicarbonates marqués sous- 
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Figure 28: Contribution relative de la glycogénolyse et de la néoglucogen&se à 
la production hépatique de glucose chez le Rat B l'exercice et selon diffhents 
etah nutritionnels. La figure résume les résultats des huit études présentées au 
Tableau 8. 



estime le flux néoglucogénique a l'exercice par un facteur d'environ deux (le facteur de 

correction communément utilisé pour comger pour la dilution et les échanges 

isotopiques est de l'ordre de 1,5 à 2'1 (voir section 2.2.2). Sonne et al. [1987] ont quant à 

eu?< rapporté que la néoglucogénèse contribuait pour seulement 68 % de la production 

totale de glucose chez des rats a jeun de 48 heures. Cette valeur est anormalement basse, 

d'autant plus que dans la même étude, la contribution moyenne de la néoglucogénèse 

rapportée chez des Rats à demi jeun Ctait de 8 I %. 

Les résultats de deux études [JobAlder et al., 1986; Turcone et al., 19901, dans 

lesquelles du 3-mercapto-picolinate (3-MPA) a été utilisé pour inhiber la 

phosphoenolpynivate carboxykinase (PEPCK) chez des rats à l'exercice, suggèrent 

également que la néoglucogénèse est très importante pour permettre une production 

hépatique de glucose adéquate chez le Rat. John-Alder et al. [1986] ont rapporté une 

baisse de l'endurance de 32 % chez des rats traités au 3-MPA. Chez ces rats, la 

concentration plasmatique de glucose était significativement inférieure a celle des rats 

contrôles, bien que l'utilisation du glycogène ait été accrue de façon compensatoire 

(Figure 29). Turcotte et al. [1990] ont, quant à eux, utilisé du [6-3~3]-glucose pour 

évaluer l'effet d'une injection de 3-MPA sur le taux de renouvellement du glucose 

circulant chez le Rat à l'exercice. Ces auteun ont rapporté une incapacité marquée a 

accroître la production hépatique de glucose en réponse a l'exercice chez les Rats traités 

au 3-MPA et ce, en dépit de la présence d'une quantité substantielle de glycogène (3 16 

poles/g) (Figure 30). 

Globalemeak les résultats présentés suggèrent que la réponse de la production 

hépatique de glucose au cours de I'exercice chez le Rat est relativement similaire à celle 

qui est observé chez 17Homme. Cependant, le foie du Rat semble plus rapidement 

dépendant envers la néogiucogénèse pour produire du glucose que ne peut l'ètre celui de 

l'Home. Ceci est probablement dû au fait que les réserves de glycogène hépatique du 

Rat sont limitées et que le taux de renouvellement du glucose circulant est environ dix 

fois plus élevé que celui de l'Homme. Ainsi, la réponse du foie à l'exercice chez un Rat 

a jeun de 12 a 14 heures serait probablement plus aisément comparable a la réponse du 
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Figure 29: Effet de l'inhibition de la PEPCK avec du Emercaptopicolinate 
sur la variation de la glyc4mie et de la concentration de glycogéoe 
hbpatique au COUR de l'exercice prolonge chez le Rat Les données sont 
tirées de l'étude de John-Alder et al. [1986]. Dans cette étude, des rats nourris 
ayant préalablement reçu une injection intra-péritonéale de 3- 
mercaptopicolinate (3-MPA), un inhibiteur non-compétitif de la PEPCK, ont été 
soumis à un exercice sur tapis roulant (30 min a 20 m/rnin et O % de pente, suivi 
de 75 min a 25 mfrnin et 15 % de pente) jusqu'à l'épuisement (durée moyenne: 
130 min). Un protocole d'exercice de durée équivalente a été utilisé pour les rats 
contrôles ayant reçu une injection de saiine. Dans les dew groupes 
expérimentaux, un partie des rats ont également été sacrifiés au repos et a la 90 
ième minute d'exercice. ** : différent du groupe contrôle, P L 0,05. 
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Figure 30: Effets de Pinhibition de la PEPCK avec du 3-mercaptopicolinate 
sur le taux de renouvellement du glucose circulant et sur la glycémie chez le 
Rat ih l'exercice. Les données sont extraites de I'étude de Turcotte et Brooks 
[1990]. Dans cette étude des rats ayant subi un demi jeûne (10 g de nouniture 
durant les dernières 12 h.) ont été soumis à une période d'exercice sur tapis 
roulant (13.4 m h i n ,  O % de pente) jusqu'a épuisement (durée moyenne : 35 min), 
après avoir reçu deux doses (90 min avant ainsi qu'au début de l'expérience) de 3 
mercaptopicolinate (3-MPA), un inhibiteur non-compétitif de la PEPCK La 
course des rats du groupe contrôle, ayant reçu deux injections d'une solution 
saline, était arrêté a la 35 ième minute. Le taux d'apparition du glucose circulant a 
été mesuré a l'aide d'une infusion constante de [6-3H]-giucose. * : différent du 
groupe 3-MPA, P 1 0'05. 



foie chez un Homme à jeun de 60 heures. En effet, dans les deux cas, la contribution de 

la néoglucogénèse est proche de 100 %. De plus, la production hépatique de glucose est 

inférieure à celle qui est observée pour le même exercice effectué dans une condition ou 

du glycogène est disponible, c'est-à-dire à l'état nourri chez le Rat (Tableau 8; Figure 

28) et après 12 à 14 heures de jeûne chez I'Homme (Tableau 1: [Bjorkman et Eriksson, 

19831). 

.J Effet de I'entrainernent en endurance sur le métabolisme du glucose circulant 

a l'exercice 

Dans cette section, la synthèse des données disponibles concernant I'effet de 

I'entrainernent sur le métabolisme du glucose circulant est présentée chez l'Homme et le 

Rat, chez qui la question a été étudiée. La synthèse des données disponibles est effectuée 

séparément chez ces dew espèces pour deux raisons. La première est que certaines 

adaptations à l'entraînement semblent différentes chez l'Homme et le Rat. Et la seconde 

raison est que les conditions expérimentales dans lesquelles les effets de l'entraînement 

ont été évalués sont très différentes chez les deux espèces, ce qui pourrait avoir un 

impact sur la nature des adaptations observées. En effet, les études chez l'Homme ont 

été effectuées à l'état nourri ou après un jeûne relativement court, tandis que chez le Rat, 

les études ont été effectuées dans des conditions de jeùne sévère. 

.4.1 Effm & t'entraînement en endarance sur la production hépanque de glucose 

chez l'Homme 

-4.1. I Taux de renouveIlement du glucose - circulant 

Au coun d'un exercice prolongé effectué à une puissance absolue comparable, il 

est connu que des sujets entraînés démontrent une capacité accrue a maintenir la 

glycémie stable comparativement aux sujets sédentaires [Koivisto et al., 19821. Plusieurs 

études dans lesquelles des traceurs isotopiques ont été utilisés ont montré que ceci était 

probablement dû a une diminution de la dépendance des tissus périphériques envers le 

glucose circulant comme substrat énergétique [Berpan et al., 2000; Bergman et al., 

1999; Coggan et al., 1995; Coggan et al., 1990; Friedlander et al., 1997; Mendenhall et 



al., 1994; Phillips et al., 1996; Phillips et al., 19951. En effet, ces études ont rapporté une 

diminution du taw de disparition (&) et de la clairance mtitabolique @KR) du glucose 

circulant au cours d'exercices de 90 à 120 minutes effectués à une puissance modérée 

(6065 ?,% du VOtrnax préennainement). Bergman et ai. [1999], qui ont mesuré de façon 

sirnuitanie le taux de renouvellement du glucose circulant et la différence meno- 

veineuse fémorale en giucose, ont montré que cette diminution de 5 et de iMCR du 

glucose circulant itair entièrement attribuable à une diminution de la prise de glucose 

par les muscles des membres dérieun.  

La conséquence immédiate de la diminution des besoins périphériques en 

glucose au cours de l'exercice est qu'une moins grande production de glucose par le foie 

est nécessaire pour maintenir la slycémie stable. À la suite d'un programme 

d'entrainement de 9 a 12 semaines (63-84 jours) plusieurs études ont rapporté une 

diminution de l'ordre de 20 a 42 % du taux d'apparition du giucose circulant [Bergman 

a al., 2000; Bergman et al., 1999; Coggan et al., 1995; Coggan et ai., 1990; Friedlander 

et al., L 9971 (Figure 3 1 ). Phillips et al. [ 19951 ainsi que Mendenhall et ai. [ 19941 ont 

montre qu'après seuiement 10 jours d'entraînement, une diminution de l'ordre de 22 à 

25 96 du R, giucose était déjà obsenrable. Cependant une dizaine de jours semble le délai 

minimal pour noter un changement, puisque Phillips et al. [1996] n'ont pas rapporté de 

baisse significative du R giucose après cinq jours d'entraînement. 

Quelques études ont montré que la diminution du & et du 5 glucose ainsi que 

celle de la prise de glucose par les muscles au navail à la suite d'un entraînement est un 

phénomène qui semble s'observer seulement lorsque l'exercice est effectué à une 

puissance absolue comparable. En effet, trois études du groupe de Brooks ont monat  

que p u r  une même puissance relative (65 % du V02max pré et pst-entrainement soit 

une diffërence de puissance absolue de 21 et 26 W, dans la mesure où le programme 

d'enaainement utilisé a mené à une augmentation de l'ordre de 9 à 15 % du VOzmax), le 

% et le & giucose [Bergman et al., 2000; Bergman et ai., 1999; Friedlander et al., 1997 

ainsi que la prise de glucose par les muscles des membres inférieurs [Bergman et al., 

19991 étaient identiques avant et après le programme d'enaaîement. II est à noter que 
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Figure 31: Effet d'un programme d'entraînement en endurance de durée 
variable sur le taux d'apparition du glucose circulant observé au cours 
d'un exercice prolonge effectue & puissancm absolues comparables. Les 
données présentées sur cette figure proviennent des études de Coggan et al. 
[1990, 19951, Mendenhall et al. [1994], Phillips et al. [1996]. Dans l'ensemble 
de ces études la puissance absolue d'exercice était similaire (122- 144 W) et le 
taux d'apparition du glucose circulant (Ra glucose) a été mesuré a l'aide de la 
même technique (infusion continue de [6,6-2HJ-glucose). 



dans ces trois études, une diminution significative du Ra et du & glucose ainsi que de la 

prise de glucose musculaire a été observée lorsque l'exercice était effectué à une 

puissance absolue comparable (environ 160 W ou 65 et 57 Oh du V02max pré- et pst-  

entraînement respectivement), ce qui apporte de la crédibilité aux résultats obtenus Ion 

de l'exercice effectué à la même puissance relative (Figure 32). Kjær et al. [1986] ont 

tgalement observé que le % glucose était similaire chez des sujets entraînés et 

sédentaires au cours d'un effort court et intense effectué à puissance relative comparable 

(3 min d'ergocycle à 100 04 suivis de 7 min a 110 % du V02max). Cependant, ces 

auteurs ont rapporté que chez les sujets entraînés, le R glucose était beaucoup plus élevé 

que chez les sujets sédentaires (environ 120 vs 75 pmoles.min-l.kg'l), menant à une 

élévation importante de la glycémie. Les données rapportées par Coggan et al. [1995a] 

sont, quant à elles, en conflit avec les résultats des quatre autres études qui ont évalué 

l'effet de l'entraînement au cours d'un exercice de puissance relative comparable 

[Bergman et al., 1999; Bergman et al., 2000; Friedlander et al., 1997; Kjier et al., 19861. 

En effet, ces auteun ont rapporté que le R, et le IQ glucose étaient respectivement égal 

et inférieur au cours d'un exercice de 30 min effectué a 80 % du VOzmax chez les sujets 

entraînés comparativement aux sujets sédentaires. 11 semble que ces résultats conflictuels 

puissent cependant s'expliquer par une erreur méthodologique dans le protocole 

d' inhision du traceur isotopique [Coggan, 19981. 

.4.1.2 Contribution de la dvcogenolvse et de la néoducoaénèse à la production 

hépatique de lucose 

Trois études ont évalué l'effet de l'entrainement en endurance sur la contribution 

respective de la glycogénolyse et de la néoglucogénèse à la production hépatique de 

glucose lors d'un exercice effectué B puissance absolue comparable pergman et al., 

2000; Coggan et ai., 1995; Friedlander et al., 19971. Dans l'étude de Coggan et al. 

[1995] les sujets effectuaient un exercice sur ergocycle d'une durée de 120 minutes à 

une intensité correspondant à 60 % du V02max pré-entraînement, avant et après avoir 

suivi un programme d'entraînement d'une durée de 12 semaines. Une infusion 

simultanée de [6,6-'~j-~lucose et de N~H"CO, a été utilisée pour mesurer le R. glucose 

et le flux de la néogiucogénèse à partir du Pm. Étant donné que l'exercice était effectué 
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Figure 32: Effet de l'entraînement sur le taux de renouvellement du glucose 
circulant au cours d'un exercice effectub A puissances absolues et relatives 
comparables. Les domées sont extraites des I'études de Friedlander et al. [1997] 
et Bergman et al., [2000] dans lesquelles les sujets ont été soumis a un 
programme d'entraînement d'une durée de LO semaines. Les sujets effectuaient 
un exercice de 60 min sur ergocycle à 65 % du V0,rna.x avant de débuter le 
programme. A l'issu du programme les sujets étaient testés à deux reprises: à la 
même puissance absolue (Abs.: 152 W ou 65 % du V0,max pré-entraînement) et 
a la même puissance relative (Rel. : 65 % du VO, max pré- et post-entraînement: 
152 vs 173 W respectivement). * : différent de Pre 65 %, P 5 0,OS. 



après un jeûne de 12 à 14 heures, la glycogénolyse était le principal contributeur à la 

production hépatique de glucose (environ 72 % du % glucose moyen). Par conséquent, 

la diminution du % glucose observée en réponse à l'entraînement était principalement 

attribuable à une baisse du flux glycogénolytique (29'3 à 18'4 prn~les.k~-~.mif ' )  (Figure 

33). Cependant, une diminution d'environ 50 % du flux néoglucogénique à partir du 

PEP (7,s r 1,6 à 3,l * 0,6 pmoles.min-l.kg-') a également été observée, contribuant pour 

environ 33 % de la diminution du R glucose. Friedlander et al. 119971 ont quant à eux 

utilisé une infusion simultanée de [6,6-3~-giucose et de [ l -"~~]-~lucose  au cours d'un 

exercice de 60 minutes effectué a 65 % du V 0 2  max pré-entraînement. Ces auteun ont 

calculé le % glucose et le taux de recyclage des carbones du glucose, qui est un index de 

la néoglucogénèse ii partir du lactate et de l'alanine. En accord avec les résultats de 

l'étude de Coggan et al. [1995], Friedlander et al. [1997] ont rapporté une diminution du 

flux néoglucogénique de 62 % (7,7 à 4'7 pmoles.min".kg") contribuant pour 55 % de la 

diminution du R. glucose (32'4 à 25,7 pmoles.min-'.kg-') induite par l'entrainement 

(Figure 33). Dans une étude récente, Bergman et al. [2000] ont utilisé une infusion de 

[6,6-'~-glucose et de [3-'3~+lact3te pour mesurer le R, glucose et la néoglucogénèse à 

partir du lactate au cours d'un exercice de 60 minutes effectué à 65 % du V02 max pré- 

entraînement. Ces auteun ont également rapporté une baisse de 32 % du flux de la 

glycogénolyse pst-entraînement (30,3 a 20,4 pmoles.rnin'l.kg-'). Cependant, 

contrairement aux résultats des études de Coggan et al. [1995] ainsi que ceux de 

Friedlander et al. [1997], une augmentation de 180 % de la néoglucogénese à partir du 

lactate a été observée post-entraînement (l,3 à 4 prnoies.rnin?kg*') (Figure 33). 

Seules les études longitudinales de Bergman et al. [2000] et Friedander et al. 

[1997] ont évalué l'effet de l'entraînement sur la contribution de la glycogénolyse et de 

la néogiucogénese à la production hépatique de glucose au cours d'un exercice effectué 

à puissance relative comparable (60 min a 65 % du VOz max pré- et pst-enidnement). 

Friedander et al. [1997] ont observé une diminution d'environ 50 % du recyclage des 

carbones du glucose (un index de la néoglucogénèse) et ce, malgré le fait que le & 

glucose était similaire pré- et pst-entrainement (Figure 33). Cette étude [Fnedlander et 

al., 1997 suggère donc que la contribution de la giycogénolyse au % glucose était plus 



Figure 33: Effet d'un programme d'entraînement en endurance sur la 

contribution de la glycogénolyse et de la néoglucogen&e ih la production hépatique 

de glucose au cours d'un exercice prolonge d'intensité modérée. La tigure tirée de 

l'étude de Coggan et al. (1995) présente la quantité totale de glucose produite, ainsi que 

la contribution moyenne de la glycogénolyse et de la néogiucogenèse, au cours d'un 

exercice de 120 min d'ergocycle à 60 % du V02max préentrainement, avant et après un 

programme d'entraînement de 12 semaines. La contribution de la néoglucogenèse a été 

mesurée à l'aide du rapport APE / APE "CO, lors d'une infision de 

N ~ H ' ~ c o ~ .  La contribution de la glycogénolyse a été calculée par différence entre le 

taux d'apparition du glucose circulant et le flux néoglucogénique. *: différent de pré- 

ennainement, P < 0,05. Les figures tirées de I'étude de Friedlander et al. (1997) et de 

Bergman et al., (2000) présentent respectivement le taux moyen de recyclage des 

carbones du glucose par le cycle de Cori et la production de glucose par la 

néoglucogénèse au cours d'un exercice de 60 min d'ergocycle effectué à puissance 

absolue (Abs.) et relative (Rel.) comparable avant et apres le suivi d'un entraînement de 

10 semaines (voir la Légende de la figure 24 pour Les détails). Dans l'étude de 

Friedlander et al. (1997), le taux de recyclage a été déterminé à l'aide de l'infusion 

simultanée d'un traceur réversible ([ 1 -I3c -glucose) et irréversible ([6,6-'~~]-~lucose) 

du glucose. Dans l'étude de Bergman et al., (2000), le flux de la néoglucogénèse a eté 

détermine a l'aide de l'infusion simultanée de [3 '3~i]-lactate et de [6,6-'~&&.icose.*: 

différent de Pre 65 %, PC 0'05. 
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grande pst-enminement. A l'opposé, Bergman et al. [2000] ont montré, que pour un & 

glucose similaire, voire légèrement supérieur pst-entraînement, le flux 

néoglucogénique était 3 fois plus élevé pst-entraînement (0'75 vs 0,15 pmoles.min* 

'.kg") (Figure 33). 

De façon générale, les études longitudinales de Bergman et al. [2000] et de 

Friedlander et al. [1997] sont en conflit au sujet de l'effet de l'entraînement sur la 

contribution de la néoglucogénèse à l'exercice et ce, malgré l'emploi d'un programme 

d'entraînement et d'un protocole expérimental similaire. En effet, Frieldlander et al. 

[1997] ont rapporté une diminution du flux néoglucogénique post-entraînement. que la 

comparaison soit effectuée à la même puissance absolue ou relative d'exercice. Au 

contraire, Bergman et al. [2(i00] ont rapporte une hausse du flux néoglucogénique post- 

entraînement pour les deux cas. Cependant, certains arguments portent à croire que la 

méthode utilisée dans l'étude de Friedlander et al. [1997j est la cause de cette 

divergence. En effet dans cette étude, le flux de la néoglucogénèse a été estimé à partir 

du taux de recyclage du 13c lors d'une infusion simultanée de [6,6-'~]-~lucose et de [l- 

"ci ]-glucose. Avec cette méthode, une sous-estimation du recyclage isotopique et donc 

du flw néoglucogénique peut swenir dans le cas où: 

1 ) ie & glucose et la prise de glucose par les muscles au mvail sont diminués 

2) le & lactate et la production de lactate par les muscles au travail sont 

diminues 

3) la fraction du & lactate qui est oxydée dans les muscles au travail est 

augmentée. 

Or, il e n  connu que l'entraînement en endurance est associé à un ou plusieurs de 

ces effets sur le métabolisme du glucose et du lactate au cours d'un exercice effectué à 

puissance absolue et relative comparable pergman et al., 1999al. il est donc possible 

qu'a la suite d'un entraînement, la méthode employée par Friedlander et al. [1997] n'ait 

pas permis de mettre en évidence une augmentation du flux néoglucogénique pour une 

ou plusieurs de ces raisons. Le fait que dans l'étude de Bergman et al. [2000], un vrai 

traceur du lactate ait été utilisé ([3-'3~i]-lactate) élimine ces sources potentielles 

d'erreurs. Par contre, les résultats divergents obtenus par Coggan et al. [1995] et 



Bergman et al. [2000], lorsque deux vrais traceurs de la néoglucogénèse ont été utilisés 

([3-"~~]-lactate et N ~ H ' ~ C O I  respectivement) au cours d'un exercice de puissance 

absolue comparable demeure difficile à expliquer. 

Dans l'ensemble, il semblerait que l'entrainement en endurance induit une 

diminution rapide du tau de renouvellement du glucose circulant au cours des dix 

premiers jours (22 à 25 %), après quoi la diminution est plus lente (O à 20 96 au cours 

des 53 à 74 jours). Par contre, cene diminution des besoins périphériques en glucose et 

donc de la production hépatique de glucose est uniquement observable lorsque l'exercice 

est effectué a puissance absolue comparable. En effet, lorsque la puissance d'exercice est 

corrigée a la hausse, de façon à tenir compte de l'augmentation de la capacité aérobie 

maximale, l'entraînement ne semble pas avoir d'effet sur la réponse de la production 

hépatique de glucose ni sur l'utilisation du glucose circulant au cours de ['exercice 

prolongé d'intensité modéré. Lorsque l'intensité d'exercice est très élevée, les données 

de Kjær et al. [1986] suggèrent que la capacité maximale du foie à produire du glucose 

serait plus élevée chez les sujets entraînés que chez les sujets sédentaires. Les données 

obtenues par le groupe de Brooks pergman et al., 2000; Bergman et al., 1999; 

Friedlander et al., 19971 et par Kjier et al. [1986] suggèrent donc que chez les athlètes 

d'élite comme chez les sportifs occasiomels, qui travaillent à une puissance absolue et 

relative plus élevée que les sujets sédentaires, la diminution du taux de renouvellement 

du glucose circulant n'est probablement pas un facteur expliquant l'amélioration de la 

performance. 

En ce qui a trait à l'effet de l'entrainement sur la glycogénolyse et la 

néoglucogénèse hépatique, les résultats disponibles ne peuvent probablement pas être 

interprétés en termes quantitatifs, compte tenue de la nature des méthodes utilisées 

(Sections 2.1.3 et 2.1.4). 11 est néanmoins possible de conclure que, pour une puissance 

absolue comparable la diminution de la production hépaîique de glucose observée en 

réponse à i'entraînement est en partie due à une réduction de la glycogénolyse. il est 

difficile d'établir des conclusions aussi claires au sujet de la néoglucogénèse. Cependant, 

il est tentant de croûe, comme le montre l'étude récente de Bergman et al. [ZOOO], que 



l'entraînement augmente la néoglucogénese. En effet, ceci serait compatible avec 

l'ensemble des données obtenues chez le Rat à la fois in vivo et m vitro. 

4 1 . 3  Effet de l'entraînement en endurance sur les mécanismes de régulation de la 

production hé~atiaue de glucose 

Un des principaux mécanismes proposé pour expliquer la baisse du % glucose 

induite par l'entraînement lors d'un exercice de puissance absolue comparable, est 

i'atténuation de la réponse hormonale a I'exercice [Coggan, 1997; Coggan et Williams, 

19951. En effet, la diminution de la concentration d'insuline en réponse à l'exercice est 

moindre chez des sujets entrainés [Bergman et al., 1999; Bloom et al., 1976; Coggan et 

al., 1990; Gyntelberg et al., 1977; Hartley et al., 1977, Hartley et al., 1972a; Mendenhall 

et al., 1994; Winder et al., 19791. L'enMnernent est également associé à une moins 

grande augmentation de la concentration plasmatique de glucagon en réponse a 

l'exercice prolongé Bergman et al., 1999; Bloom et al., 1976; Coggan et al., 1990; 

Gyntelberg et al., 1977; Koivisto et al., 1982; Mendenhall et al., 1994; Winder et al., 

19791. Et de ce fait, le rapport insuline/glucagon qui est un régulateur important de la 

production hépatique de glucose, est plus élevé chez des sujets entraînés. Une 

diminution de la réponse sympatho-adrénergique en réponse a l'entraînement a 

également été observée dans plusieurs études longitudinales [Green et al., 199 1; Green 

et al., 1989; Koivisto et al., 1982; Mendenhall et al., 1994; Winder et al., 19781 et 

transversales [Bloom et al., 1976; Hartley et al., 1972; Hartley et ai., 1972al dans 

lesquelles les concentrations d'adrénaline et de noradrénaline ont été mesurées. 

Il semble cependant que l'atténuation de la réponse hormonale induite par 

l'enîraînement est un phénomène qui, tout comme la baisse du taux de renouvellement 

du glucose circulant, n'est observable seulement lonque l'exercice est effectué a 

puissance absolue comparable. En effet, Deuster et al. [1989] ont montré que lonque la 

puissance d'exercice est exprimée en terme relatif, la réponse de l'insuline et des 

hormones contre-régulatrices au cours d'un exercice de puissance modérée est 

généralement la même, peu importe le niveau d'entraînement. Cette observation suggère 

que l'absence de différence au niveau du profil hormonal entre Les enminés et les 



sédentaires, pourrait en partie expliquer pourquoi la production hépatique de glucose est 

similaire dans ces deux groupes lors d'un exercice d'intensité modérée effectué à 

puissance relative comparable. Dans le même ordre d'idée, Kjzr  et al. [1986] ont même 

proposé que la plus grande production hépatique de glucose observée chez les sujets 

entraînés au cours d'un exercice très intense était probablement due à une réponse 

sympatho-adrénergique accrue. Dans cette étude, la concentration des catécholamines 

circulantes était en effet 2,s fois plus élevée chez les sujets entrainés que chez les sujets 

sédentaires. 

Bien que la modification de la réponse hormonale soit certainement un Clément 

d'explication majeur, elle ne semble pas l'unique facteur impliqué. En effet, les études 

montrent que la modification de la réponse hormonale à l'exercice de puissance absolue 

comparable est essentiellement complétée après 10 à 12 joun d'entraînement alon que 

le % glucose continue de diminuer jusqu'à 84 jours après le début d'un programme 

d'entraînement [Coggan, 1997; Coggan et Williams, 1995; Mendenhall et al., 1994). De 

plus, les effets de l'entraînement sur la concentration plasmatique d'insuline et de 

glucagon sont la plupart du temps observés au cours de la deuxième heure d'exercice, 

don que la baisse du & glucose est clairement observable dès les premières minutes 

d'effort [Coggan, 1997; Coggan et al., 1995; Mendenhall et al., 19941. 

Le groupe de Coggan a donc suggéré qu'une modification de la sensibilité 

hépatique aux hormones glucorégulatrices en réponse à l'entraînement pourrait en partie 

expliquer la diminution du & glucose chez les sujets entraînés [Coggan, 1997; Coggan 

et al., 1995; Mendenhall et al., 19941. Pour que cette hypothèse soit valide, 

I'entrakement devrait en théorie induire une augmentation de la sensibilité hépatique à 

l'insuline et une diminution de la sensibilité au glucagon et aux catécholamines. Mais, 

aucune donnée ne semble disponible concernant l'effet de l'entraînement sur la 

sensibilité hepatique aux catécholamines chez l'Homme. Cependant, Podolia et al. 

[1994] ont montré qu'in vifro chez le Rat, la sensibilité hépatique à la noradrénaline est 

augmentée (Section 4.2.3). 



n existe une littérature abondante qui montre que I'entraînement améliore la 

tolérance au glucose lors de tests oraux et intra-veineux ainsi que lors de verrouillages 

hypennsulinémiques~u~ycémiques, à cause d'une augmentation de la sensibiliti à 

l'insuline pela, 19961. Cependant, ces données ne permettent pas de déterminer de 

manière distincte la sensibilité du foie et des tissus périphériques à l'insuline. 

En ce qui concerne la sensibilité au glucagon, les résultats de Drouin et ai. [1998] 

suggèrenr qu'elle serait plutôt augmentée par l'antrahernent Dans cette étude, la 

production hépatique de glucose et la concentration plasmatique de glucose ttaient plus 

élevées chez les sujets entrainés comparativement a u  sujets sédentaires lors d'un test 

d'hyperglucagonémie induite, pendant lequel le rapport insulhe/glucagon &ait fixé 

gràce à une &ion d'insuline (Figure 34). Ces résultats sont compatibles avec les 

données obtenues in vitro sur des tranches de foie de Rat incubées [Podolin et al., 19961 

qui montrent un accroissement de la sensibilité hépatique au glucagon. 

Outre les modifications de la concentration des diverses hormones 

@ucorégulaaices et/ou de la sensibilité hépatique à ces hormones, Coggan et al. [1995] 

ont suggéré que la diminution de la concentration plasmatique de lactate et de glycérol 

observée en réponse à l'entraînement pourrait en partie expliquer la diminution du flux 

néoglucogénique et donc du R. glucose. Cette hypothèse est en accord avec les résuitats 

de l'étude de Friedlander et al. [1997] qui ont montré qu'après un entraînement de 9 

semaines, la clairance du lactate à des fins de néoglucogénèse ainsi que la concentration 

de lactate étaient significativement abaissées au cours d'un exercice de puissance 

absolue et relative comparable. Ii est cependant important de rappeler que les résultats 

rapportés par Friedlander et al. [1997] pourraient ne pas refléter la réalité pour des 

raisons d'ordre m&hodologique (Section 4.1.2). Les résultats de l'étude de Berpan et 

al. [2000] sont, quant à eux, en désaccord avec l'hypothèse formulée par Coggan et al. 

[1995]. En effet, Bergman et al. [2000] ont mon& que pour une concentration donnée 

de lactate dans le sang artériel, le flux néoglucogénique était systématiquement plus 

élevé au repos et au cours d'exercices de différentes puissances aprés le suivi d'un 

programme d'entraînement 
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Réponse de 1s production hépatique de glucose et de la glycémie 
test d9hyperglncagonémie provoquée au repos chez des sujets 

sédentaires et entraînés. Les données sont extraites [1998]. Les deux figures 
montrent l'augmentation de la production hépatique de glucose au dessus de la 
valeur de base ainsi que la glycémie en réponse à l'infusion continue de glucagon 
effectué au cours des deux dernières heures de l'expérience (1,5 ng.kgl.min-'). 
Au cours de l'étude (4 heures au total), la production endogène d'insuline et de 
giucagon a été supprimée a l'aide d'une infusion de somatostatine. Une infusion 
constante de [6,6-2E&]-giucose a été utilisée pour mesurer la production hépatique 
de glucose. ~urant-les deux premières heures de stabilisation (domees non- 
représentés), la glycémie a été verrouillée à 5 rnM a l'aide d'une &ion variable 
de glucose et l'insuline a été remplacée a l'aide d'une infusion exogène continue 
(0'15 mu. k g i  .min-!). * : différent des sujets sédentaires, PI 0,O 1. 



De façon générale, les études suggèrent que I'atténuation de la réponse hormonale est un 

des principaux facteurs responsables de la baisse de la production hépatique de glucose 

observée chez des sujets entraînés au cours d'un exercice effectué à puissance absolue 

comparable. Au cours d'un exercice d'intensité modérée effectué à puissance relative 

comparable, l'absence de modification de la réponse hormonale semble, quant à elle, a 

l'origine de l'absence de différence au niveau de la production hépatique de giucose 

observée à la suite d'un entraînement. Au contraire une réponse hormonale accrue, 

notamment celle des catécholamines, pourrait expliquer pourquoi le foie des sujets 

entraînés à une plus grande capacité à produire du glucose au cours d'efforts très 

intenses. Finalement, l'hypothèse qu'une diminution de la sensibilité hépatique aux 

hormones glucorégulatrices soit impliquée dans la moindre stimulation du % glucose 

semble, quant à elle, peu probable. En effet, l'entraînement a plutôt été associé à une 

hausse de la sensibilité hépatique au glucagon chez 17Homme ainsi qu'au glucagon et 

aux catéctiolamines chez le Rat. 

.1.2 E//ets de i'entratnement sur la production héputique de glucose chez le Rut 

A 2 . 1  Taux de renouvellement du glucose circulant 

Les études menées chez le Rat ont investigué l'effet de l'entmînement en 

endurance sur le métabolisme du glucose circulant au cours d'un exercice a puissance 

absolue comparable. II est cependant important de noter que la puissance d'exercice est 

beaucoup plus difficile a contrôler chez le Rat que chez l'Homme, si bien que les 

comparaisons pourraient également avoir été faites à des puissances relatives 

comparables, sans qu'il soit possible de le vérifier. 

Comme chez l'Homme [Koivisto et al., 19821, I'entrdnernent chez le Rat a été 

associé à un accroissement de la résistance à l'hypoglycémie ponovan et Brooks, 1983; 

Winder et al., 19811. Cependant, contrairement à ce qui est observe chez l'Homme, ceci 

ne semble pas dû a une diminution de la prise de glucose par les tissus périphériques, 

mais plutôt a un accroissement de la capacité du foie à produire du glucose [Brooks et 

Donovan, 1983; Donovan et Sumida, 1990; Sumida et Donovan, 19941. En effet, 

Donovan et Sumida [1990] ont montré que, durant les 30 premières minutes d'un 

exercice de 60 minutes sur tapis roulant (21 mlrnin, O % de pente) effectué après un 



jeûne de 30 heures, le R, glucose circulant était plus élevé chez les rats entraînés que les 

rats sédentaires, alors que le % glucose était similaire dans les deux groupes. Les 

auteurs ont conclu que la résistance accrue à l'hypoglycémie observée chez les rats 

entraînés était due au moindre déséquilibre entre la production et l'utilisation du glucose 

circulant (Figure 35). Sumida et Donovan [1994] ont apporté un support direct a 

l'hypothèse que, chez le Rat la prise de glucose par les muscles à l'exercice n'est pas 

augmentée à la suite d'un entraînement en endurance. Ces auteurs ont en effet montré 

que la prise de 2-[L,2-'~]-dés0x~~1uc0se par les muscles squelettiques et le myocarde 

était similaire chez les rats entraînes et sédentaires courant pendant 55 minutes a une 

vitesse de 20 d r n i n .  

Contribution de la gfvcoeénolvse et de la néoglucoeénese à la production 

hépatiaue de glucose 

Plusieurs arguments sont en faveur de l'hypothèse que, I'accroissement de la 

capacité du foie a produire du glucose, observée in vivo chez des rats entraînés à 

l'exercice, en largement due à un accroissement de la capacité néoglucogénique. Le 

premier argument est que dans la majorité des études qui se sont intéressées a cette 

question, les rats ont été étudiés à la suite d'un jeûne de 12 à 48 heures , c'est-à-dire 

dans une situation où la production hépatique de glucose est presque entièrement assurée 

par la néoglucogénèse [Donovan et Surnida, 1990; Péroni et al., 1997; Péroni et al., 

1995; Previs et al., 1995; Ryan et al., 1993; Winder et al., 19821. 

Le deuxième argument provient des études de Donovan sur le métabolisme du 

"c- et du 3~-lactate [Donovan et Brooks, 1983; Donovan et Pagliassotti, 1990; 

Donovan et Pagliassotti, 19891 ainsi que du "c- et du '~-~lucose  [Donovan et Brooks, 

19831 à l'exercice. Donova. et Brooks [1983] ont montré que la diminution de la 

concentration plasmatique de lactate à l'exercice continu chez les rats entraînés n'était 

pas due à une diminution de la production de lactate par les tissus périphériques, mais 

bien à une augmentation de sa clairance. Cette étude a montré que chez les rats 

entraînés, la perte de carbones du '4~-lactate sous forme de ''~0~ était diminuée, alon 

que l'incorporation de 14c dans le glucose circulant par la néoglucogénèse, était 
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Figure 35: Effet de l'entraînement en endurance sur le metabolisme du 
glucose circulant au repos et B l'exercice chez le Rat. Les données sont tirées de 
l'étude de Donovan et Sumida [1990]. Les figures présentent la glycémie, le taux 
d'apparition (R, glucose) ainsi que la différence entre le taux d'apparition et de 
disparition (Ra -R, glucose) du glucose circulant, au repos et à l'exercice (60 min 
de tapis rodant, 21 &min, 0 % de pente) chez des rats sédentaires et entrainés (60 
min de tapis roulant, 35 &min, 10% grade, 5 joun/sem., 8 sem.) à jeun de 30 h. * : 
différent des rats sédentaires, PS 0'05. 



augmentée. L'accroissement de la capacité à métaboliser le lactate à la suite d'un 

entraînement a ensuite été confirmée par Donovan et Pagliassotti [1990; 19891. Ces 

auteurs ont montré que la clairance du lactate. durant une hyperlactatémie provoquée au 

repos, etait supérieure chez des rats entraînés comparativement aux rats sédentaires. 

Cette Çtude a également démontré que ceci était dû à une augmentation du flux 

néoglucogénique plutôt qu'à une augmentation de I'oxydation du '"c-lactate en 14c0?. 

De façon générale, ces données [Donovan et Pagliassotti, 1990; Donovan et Pagliassotti. 

1989; Donovan et Brooks, 19831 sont compatibles avec les résultats de Donovan et 

Sumida [1990]. Ces auteurs ont montré que le taux de recyclage apparent du glucose, 

mesuré à l'aide d'une uifusion sirnultante de [6-3~&glucose et de [ ~ - ' ~ ~ ~ ] - ~ l u c o s e ,  

&ait supérieur chez les rats entraînés comparativement aux rats sédentaires. 

L'étude de Turcone et Brooks [1990], dans laquelle le 3-MPA a été utilisé pour 

inhiber la néoglucogénèse chez des rats sédentaires et entraînés, apporte un troisième 

argument en faveur de l'hypothèse que l'augmentation de la capacité néoglucogénique 

est à l'origine de la résistance accrue a l'hypoglycémie observée chez le Rat entraîné a 

l'exercice. Dans cette étude, une combinaison de traceur réversible ( [ ~ - ' " ~ ~ ] - ~ l u c o s e )  et 

irréversible ([6-3~i]-glucose) du glucose a été utilisée pour mesurer le taux de 

renouvellement du glucose circulant et le recyclage apparent des carbones du glucose 

par le cycle de Cori. Les résultats ont montré que le 3-MPA inhibait complètement le 

cycle de Cori chez les rats sédentaires et entrainés et que chez les rats entraînés ceci était 

associé a la disparition de l'effet protecteur de 17entminement contre l'hypoglycémie 

d'exercice. 

-42.3 Mécanismes im~liqués dnris l'accroissement de la ca~acité néoducoeréniuue 

Plusieurs études in vitro ont été tout d'abord effectuées pour confimer le fait que 

l'entraînement augmentait la capacité néoglucogénique ainsi que pour essayer 

d'identifier les mécanismes impliqués. Sumida et al. [1993] ont utilisé un modèle de foie 

isolé perfusé in situ avec du lactate. Sumida et Donovan [1995] ont utilisé le même 

modèle pour mesurer la néoglucogénese a partir de l'alanine, du dihydroxyacétone 

@HA) et de la glutamine. Le groupe de Mazzeo porn  et al., 1997; Podolin et al., 1996; 



Podolin et al., 19941 a, quant à lui, utilisé des tranches de foie incubées pour étudier 

l'effet de l'entraînement en endurance sur la diminution de la capacité néoglucogénique 

reliée au vieillissement. Dans plusieurs études, l'expression [Hom et al., 19971 et 

l'activité d'enzymes impliqués [Hom et al., 1997; Huston et al., 1975; Ji et al., 1986; 

Sumida et al., 1995; Winder, 19851 ou non [Dohrn et al., 1976; Kraus et Kirsten, 19701 

dans la néoglucogénese ont egalement été mesurées. Finalement, Bobyleva-Guaniero et 

Lardy [1986] ont utilisé un modèle d'hépatocytes isolés pour mesurer la néoglucogénèse 

à partir du lactate, du pynivate et de l'alanine. 

Les résultats de l'étude de Surnida et al. [1993] obtenus avec des foies perfusés 

de rats à jeun de 24 heures ont montré que l'entraînement en endurance (8 semaines, 5 

jourdsernaine) était associé à une augmentation de 25 Oh de la production de glucose 

lorsque du [u- lactate était perfusé en concentration saturante ( supérieur à 2 mM 

dans ces conditions) (Figure 36). Cette augmentation était associée à une augmentation 

de la prise de lactate et de l'incorporation de ''c dans le glucose de 25 et 23 ?6 

respectivement, ce qui confirme que L'augmentation de la production hépatique de 

glucose était effectivement due à une augmentation du flux néoglucogénique. La 

consommation d'oxygène du foie était également plus élevée dans le groupe de rats 

entrainés comparativement au groupe de rats contrôles (3'74 @ 0,15 vs 3,13 2 0'15 

pmoles.min-'.g' tissu frais), en accord avec l'augmentation de la production d'ATP 

nécessaire à la synthése de glucose (6 moles d'ATP par mole de glucose à partir du 

lactate). Podolin et al. [1994] ont confine les résultats obtenus par Sumida et al. [1993] 

en montrant que l'entraînement en endurance (10 semaines, 5 jours/ semaine) permettait 

d'atténuer l'importance de la diminution de la capacité néoglucogénique du foie a partir 

du lactate observée au cours du vieillissement. En efkt, chez des rats entraînés d'âge 

moyen (12 mois) et des rats âgés (22 mois), la production de glucose était de 1 13 a 3 13 

% plus élevée que chez des rats sédentaires d'âges comparables, lorsque des nanches de 

foies étaient incubées en présence de lactate. Sur des hépatocytes isolés incubés, 

Bobyleva-Guarriero et Lardy [1986] n'ont pas trouvé d'effet de l'entraînement sur la 

néoglucogénèse à partir du lactate et du pyruvate lorsque les hépatocytes étaient isolés 

chez des rats à jeun au reps. Par contre, ces auteurs ont trouvé que le flux 



néoglucogénique à partir du lactate et du pynivate était plus ilevé dans les hépatocytes 

de rats entrainés (1,13 prnoles.min'l.g*' poids fiais) que dans les hépatocytes de rats 

sédentaires (0.75 pmoles.rnin-'.g-' poids Frais). lonque le jeüne était combiné à une 

période d'exercice de 1 heure. 

Surnida et Donovan [1995] ont obtenu des résultats similaires à ceux de Sumida 

et al. [L993] lonque des foies étaient perfusés en présence d'alanine en concentration 

saturante (10 mM dans ces conditions) (Figure 36). En effet, la production hépatique de 

glucose, la prise d'alanine et l'incorporation de ''c dans le glucose étaient 

respectivement de 28,30 et 26 % plus élevées dans le groupe entrainé comparativement 

au groupe contrôle. En revanche, ces auteurs n'ont trouvé aucune différence au niveau 

de la production de glucose a partir du DHA et de la glutamine. 

Sumida et Donovan [1995] ont émis des hypothèses concernant les mécanismes 

intracellulaires par lesquels l'entraînement augmente la capacité néoglucogénique. 

D'après l'observation que la néoglucogénèse à pamr du DHA était inchangée alors que 

celle du lactate et de l'alanine était augmentée, ces auteun ont suggéré que 

l'entraînement affectait une ou plusieurs étape(s) située(s) en amont des trioses- 

phosphates ( D W  et GAP), probablement au niveau du cycle phosphoénol-pyruvate - 
pynivate (Figure 37). Cependant, les études qui ont mesuré l'activité enzymatique de la 

PC morn et al., 1997; Huston et ai., 19751 et de la PEPCK [Hom et al., 1997; Huston et 

al., 1975; Sumida et al., 1993; Winder, 19851 ainsi que l'expression de 1'ARNm de la 

PEPCK [Hom et al., 1997 n'ont pas rapporte d'augmentation induite par 

l'entraînement. 

L'activité de plusieurs autres enzymes hépatiques a été mesurée chez des rats 

sédentaires et entraînés. Kraus et Kirsten [1970] ont trouvé une augmentation de 

l'activité de la succinate déshydrogénase et du contenu en cytochrome chez des rats 

ayant suivi un programme chronique d'entraînement sur tapis roulant Ji et al. [1986] ont 

rapporté une augmentation de l'activité de la malate déshydrogénase et de I'alanine 

transamhase mitochondriale. Sumida et Donovan [1995] ont rapporté une augmentation 
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Figure 36: Effet de ['entraînement en endurance sur la capacité 
néoglucogénique chez le Rat. Les domees sont e'xtraites de l'article des études 
de Sumida et al. [1993] et Sumida et Donovan [1995], qui ont utilisé un modèle 
de foie pemisé in situ pour mesurer la néoglucogenèse a partir du lactate ( 2  mM), 
de l'alanine ( l O mM), du dihydroxy-acétone (20 mM) et de la glutamine ( 10 mM) 
chez des rats sédentaires (contrôles) et entrainés (90 min de tapis roulant, 30 
rnhin, 10% grade, 5 jourdsem., 8-12 sem.) à jeun de 24 h. ** : différent du 
groupe contrôle, PI 0,M. 



Figure 37: Voie de la doglucog6nèse. Ga-Pase: glucose 6-phosphatase, HK: 
hexo kinase, PGM: phosphoglucomutase, PFK:phosphomictokinase; F 1,6-Phse: 
hc tose  1,6 biphosphatase, G3-PDH: glycérol 3-phosphate deshydrogénase, GK: 
glycérol kinase, PK: pyruvate kinase, PC: py-vate carboxylase, PDH: pymvate 
deshydrogénase, PEPCK: phosphoenol-pynivate carboxykinase 



de l'activité de l'aspartate transaminase, mais aucune modification de l'activité de 

l'alanine transaminase. Une baisse de l'activité de la lactate déshydrogénase [Sumida et 

al., 1995; Winder, 19851 ainsi que de la phosphodiestérase [Dohm et al., 19761 a 

également été rapportée. Dans I'ensernble, bien que plusieurs études aient montré que 

I 'entraînement modifie 1 'activité d' une variété d'enzymes hépatiques, il demeure 

dificile de cerner les mécanismes intracellulaires qui sont à l'origine de l'augmentation 

de la capacité néoglucogénique à la suite d'un entraînement- 

Des informations plus claires sont cependant disponibles en ce qui concerne les 

mécanismes par lesquels l'entraînement affecte la régulation hormonale de la 

néoglucogénèse. En effet Podolin et al. [1994] ont montré que l'entraînement en 

endurance augmentait la sensibilité hépatique à la noradrénaline. Dans cette étude, des 

tranches de foies de rats entrainés et sédentaires provenant de trois groupes d'âge 

différents (4, 12 et 22 mois) ont été incubées en présence de lactate et de concentrations 

croissantes de noradrénaline. Les résultats ont montré que dans tous les groupes d'àges. 

la noradrénaline stimulait la néoglucogénèse de façon plus importante chez les rats 

entraînés (Figure 38). Podolin et al. [1996] ont utilisé la même approche expérimentale 

pour étudier les mécanismes impliqués dans l'augmentation de la sensibilité hépatique a 

la noradrénaline induite par l'entraînement. Ces auteurs ont montré que l'accroissement 

de la sensibilité de la voie néoglucogénique à la noradrénaline en réponse à 

1 'entraînement était mimée par un a-agoniste (la phény léphrine), alon que 

l'isoprotérénol (un P-agoniste) était sans effet. Cette éîude a également montré que 

l'entraînement était associé à un accroissement de la sensibilité au glucagon (Figure 39). 

Les deux études de Podolin et al. [1996; 19941 sont intéressantes parce qu'elle 

apportent une explication au fait que la production hépatique de glucose par la 

néoghcogénese soit accrue par l'entraînement chez le Rat B l'exercice, bien que la 

réponse hormonale observée soit défavorable à la néoglucogénese. En effet, tout comme 

chez l'Homme, l'entraînement chez le Rat est associé a une moindre diminution de la 

concentration d'insuline et à une moindre hausse de la concentration du giucagon et des 

catécholamines en réponse a l'exercice winder et al., 19821 (Figure 40). Chez les rats 
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Figure 38: Effet de I'entraînemeat sur la néoglucogen&ie ih partir du lactate 
lorsque stimulée par la noradrénaline chez des rats provenant de differeats 
groupes d'âges. Les données sont extraites de l'étude de Podolin et al. [1994]. 
Dans cette étude, des tranches de foie provenant de rats sédentaires et entraînés 
(60 min de tapis roulant, 75 % VO,max, 5 jours/sern., 10 sem.) âgés de 4, 12 et 
22 mois ont été incubés pendant 2 h dans une solution Ringer (gazée avec 95 
%O , 5 % CO,, 37 OC), en présence de L-~-14C,]-lactate (0,3 pCi), de glucagon 

$ (10- M), d'inhline (IO-' M), de lactate (4 mM) et d'adrénaline (0,25 ng/rnL). 
Les concentrations de noradrénaline additionnées étaient de 0, 0,5, 1,0, 3,0, ou 
6,O ng/mL. * : différent du groupe sédentaire, PI 0,05. 
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Figure 39: Effet de l'entraînement sur la néoglucogénèse ii partir du lactate 
lorsque stimulée par le glucagon, la phénylbphrine et l'isoprot6renol chez 
des rats provenant de diffkents groupes d'âges. Les données sont extraites de 
l'étude de Podolin et al. [1996]. Dans cette étude, des tranches de foie provenant 
de rats sédentaires (Contrôles) et entraînes (60 min de tapis roulant, 75 % 
VO,max, 5 jours/sern. pendant 10 sem.), âgés de 4, 12 et 22 mois ont été 
incubés pendant 2 h dans une solution Ringer (gazée avec 95 %O,, 5 % CO,, 37 
OC) en présence de L-~'JC,]-lactate (0,3 pCi), d' insuline M) et de laitate 
(4 mM). Des duplicatats ont été incubés dans les mêmes conditions mais en 
présence de glucagon (10" M), de phényléphrine ( I O 5  M) ou d'isoprotérénol 
(IO5 M). * : différent du groupe contrôle; f : différent du groupe de 4 mois, PI 
0,05. 
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Figure 40: Effet de l'entraînement en endurance sur la réponse hormonale B 
Vexercice prolongé d'intensitd modhrée chez le Rat. Les données sont extraites 
de I'etude de Winder et ai. [1982], dans laquelle des rats sédentaires et entraînés 
(jusqu'a 2 h de tapis roulant, 26 m/min, 15 % de pente, 5 jourdsem., 10 sem.) ont 
été soumis ;1 un exercice de 60 min sur tapis roulant (21 m/min, 15 % de pente) 
après un jeûne de 24 h * : différent du groupe sédentaire, PS 0,M. 



entraînés, cette atténuation de la réponse hormonale est vraisemblablement compensée 

par une augmentation significative de la sensibilité hépatique aux hormones contre- 

régulatrices. Il n'est pas exclu qu'un phénomène du même genre soit observable chez 

l'Homme puisque Drouin et al. [1998] ont rapporté une sensibilité accrue au glucagon 

chez les sujets entraînés comparativement aux sujets sédentaires. 

Dans l'ensemble, les études menées chez le Rat montrent que les adaptations du 

métabolisme du glucose circulant sont en partie différentes de celles observées chez 

l'Homme. Chez le Rat, le foie est clairement un organe qui s'adapte a l'entraînement en 

accroissant sa capacité néoglucogénique, ce qui se traduit par une production hépatique 

de glucose accrue et une consommation plus élevée de glucose par les tissus 

périphériques au coun de l'exercice. Encore une fois, il est important de signaler que 

cette adaptation a été observée au cours d'exercices effectués dans des conditions de 

jeûnes sévères. Chez l'Homme, l'entraînement a plutôt été associé à une diminution ou 

une absence de changement du taux de renouvellement du glucose circulant observée au 

cours de l'exercice. Quant à l'effet de l'entraînement sur la néoglucogénese, les données 

de Bergman et al. [2000] sont en accord avec celles qui ont été obtenues chez le Rat. 

Cependant, d'autres études ont rapporté une diminution du flux néoglucogénique pst- 

entraînement [Coggan et al., 1995; Friedlander et al., 19971. Une des raisons pour 

lesquelles les études menées chez l'Homme n'ont pas rapporté d'augmentation 

systématique de la capacité néoglucogénique pourrait provenir du fait que les conditions 

expérimentales utilisées n'aient pas été sufisamment sévères pour que cette adaptation 

soit visible. 
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Respective oxidation of 13C-labeled lactate and glucose 
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ingested simultaneously during exercise 

E PERONNET. Y. BURELLE. D. MASSICOTTE. C. LAVOIE. AND C .  HILLAIRE-MARCEL 
Dépanement d'Éducation Physique. Université de Montréal, 
hfonrreal. Province of Quebec. Canada H3C 3J7 

Péronnet,  F., Y. Bureiie. D. Massicotte, C. Lavoie, and 
C. Hiilaire-Marcel. Respective oxidation of 13C-labeled lac- 
tate and g!ucose ingested simultaneously durfng exetcise. 
Appl. Physiol. 82(2): 440-446, 1997.-The purpose of this 
experiment was CO measure, by using 13C labeling, the 
oxidation rate of exogenous lactate (25 g. as Na', Kg. Ca2-. 
and Mg" salts) and glucose (75 g) ingested simultaneously 
(in 1,000 ml of water) during prolonged exercise (120 min. 
65 = 3% maximum oxygen uptake in 6 male subjects). The 
percentage of exogenous glucose and lactate oxidized were 
similar (48 2 3 vs. 45 I 5%. respectively). However, because 
of the small amount of oral tactate that couid be tolerated 
without gastrointestinal discomfon. the amount of exogenous 
lactate oxidized was much smaller than that of exogenous 
glucose (11.1 2 0.5 vs. 36.3 2 1.3 g. respectively) and 
contributed to only 2.6 0.4% of the energy yield (vs. 8.4 2 
1.9% for exogenous glucose). The cumulative arnount of 
exogenous glucose and lactate oxidized was sirnilar to that 
obsemed when 100 g of [13C]glucose were ingested (47.3 2 1.8 
vs, 50.9 r 1.2 g. respectively). When [t3C]glucose was in- 
gested, changes in the plasma glucose 13C/'*C ratio indicated 
that between 39 and 61% of plasma glucose derived from 
exogenous glucose. On the other hand, the plasma glucose 
I3C/l2C ratio remained unchanged when [WJlactate was 
ingested. suggesting no prior conversion into glucose before 
oxida tion. 

exogenous lactate; prolonged exercise; substrate oxidation; 
stable isotopes: insulin 

I N G ~ O N  OF CARBOHYDlWTES during prolonged exercise 
has been shown to impmve performance in endurance 
events (8, 16, 30). and this could be due to the mainte- 
nance of a higher rate of carbohydrate oxidation (10, 
13). Indeed. by using labeling with 13C and 14C, several 
studies have shown that exogenous carbohydrates in- 
gested during exercise are oxidized a t  a high rate (16. 
24.26). These observations have led to the develo pment 
of many sports drinks containing mixtures of hexoses. 
dissaccharides. and glucose polymers of various lengths 
(22). Recentiy, some manufacturers have also added 
lactate to sports drinks (2.7.1533). Lactate supplemen- 
tation during exercise is based on the observation that 
during prolonged moderate exercise carbon skeletons 
originating from muscle giycogen are shuttled among 
the working muscles under the form of lactate (5). Most 
of this lactate released From one muscle appears to be 
oxidized within another muscle, with oniy a small 
portion being recyded into glucose by the Uver (2 1.32). 
and the plasma lactate flux appears to be larger than 
the plasma glucose flux (6). Compared with exogenous 
glucose provided by carbohydrates in sports drinks. 
exogenous lactate could have the advantages of htm- 
ducing fewer disturbances in the endocrine response to 

exercise. to be independent of insulin for entering the 
working muscle fiber through a transporter distinct 
from that of glucose (28.29). and to be readiiy available 
for entering the tricarboxylic acid cycle and providing 
reducing equivalents. In addition. complete oxidation 
of the lactate ion consumes one proton. Accordingly. 
exogenous !amte oxidation during exercise could in- 
crease muscle buffering capacity. On the other hand. 
because of paor gastrointestinal tolerance (33). lactate 
can be provided only in limited amounts during pro- 
longed exercise and should be assodated with other 
carbohydrates. such as glucose polyrners. in spotts 
drinks. 

Only a limited number of studies have described the 
effect of ingesting lactate supplements on the metaboiic 
response and performance during prolonged exercise 
(15, 33), and no data are available on the actual 
metabolic fate of ingested lactate at rest or during 
exercise. The purpose of the present experiment was to 
measure the oxidation rate of exogenous lactate (25 g) 
ingested dong with glucose (75 g) during prolonged 
exercise. The oxidation rate of each of the two sub- 
strates in the mixture was measured separately by 
using selective 13C labeling of lactate or glucose (1). and 
the rate was compared with the oxidation rate of an 
fsocdoric arnount of glucose. In addition. change in 
plasma glucose '3C/12C ratio when [13C11aaate was 
ingested was used to estimate the extent of passibie 
conversion of lactate into glucose by the liver. 

Subjects. The experiment was conducted on six active and 
healthy male subjects who gave their informed written 
consent to participate in the study. which was appmved by 
the Instftutional Board on the Use of Human Subjects in 
Researcf?. Their age. weight. height. and maxfmal oxygen 
uptake (Vo2mu) on a cycle ergometer were 21 z 1 yr, 65 sr 2 
kg, 172 2 2 cm, and 4.40 -c 0.N Umin. respccively (mean c, 
SE). Al1 subjects had a normal fasting plasma glucose concen- 
tration (4.71 + 0.29 mM). * 

Ekperimentalpmtocol. Ve,, and experimental workloads 
on the cycle ergometer (Ergomeca. La Bayette. France) were 
determined for each subfect during a preliminary test session 
using open-dmit spirometry (1100 medical gas analyzer, 
Marquette Eleatontcs. Mtlwaukee, Wf). Subsequently. a t  
1-wk Intervals. al1 subjeas performed four exercises of 120- 
mfn duration at a vrorkfoad corresponding to 65 -t 3% Voz- 
(2 18.3 i 10.6 W). The exercises were performed a t  I :O0 F..x in 
a laboratory with controlIed temperature (21 i 1°C) and 
hurnfdity (45 2 5%). The Iast evening meal [at 7:00 PM. 1.300 
kcai (55% carbohydtates. 30% fat, and 15% protetns)], the 
rnoming breakfast [at 7:30 A.W. 800 kcai (6096 carbahydrates, 
30% fat, and 10% pruteins)], and a smaU snack [at 11:ûO A.M., 
500 kcal (50% carbohydrates, 35% fat, and 15% pmteins)] 
were provided to the subjects. In addition. to keep a low 
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background of 13C enrichment of plasma glucose and expired 
COz during the period of experiments. ingestion of carbohy- 
drates from plants with the C4 photosynthetic cycle, which 
are naturally enriched in 13C (20). was avoided. Subjects also 
refrained h m  exercising and frorn drinking coffee and a h -  
ho1 for 2 days before each experiment. 

During the exercise period. the subjects ingested 1.000 ml 
of water a t  room temperature. containing 100 g of glucose 
(uial 1 )  or a mixture of 75 g of glucose and 25 g of lactate 
(trials 2 and 3). The solutions were given in five equal 
volumes (20 g of substrates in 200 ml) taken immediately 
after the beginning of exercise and a t  20. 40.60. and 80 min 
during the exercise period. In tnals 1 and 2, the glucose 
ingested was anificially labeled with I3C. whereas in Wa13 
the lactate was artificially labeled with I3C to separately 
measure the oxidation rate of exogenous glucose when in- 
gested alone or in combination wlth Lactate and the oxidation 
rate of lactate when ingested in combination with glucose. 
Glucose. naturally poor in I3C [Dextmsport. Vitagermine. 
Villenave-d'Ornon, France; - 25.2% (6-13C1 Pee Dee Belemni- 
tellal (PDBJ 1, was enriched with [U-'3C]glucose (13C/C >99%, 
Isotec. Miamisburg. OH) to achieve a finai isotopic composi- 
tion close to +25% [6-WIPDB1 (actual value measured by 
m a s  spectrometry: +24.5 and +24.3%0 [W3CIPDBI. in 
I and 2. respectfvely). Lactate was administercd a s  a mixture 
of four salts (12 g sodium lactate, 4.5 g potassium lactate. 13 g 
calcium lactate. and 3.4 g magnesium lactate. kindly provided 
by PURAC Amerka. Lincolnshire. IL: -27.4% [ô-13ClPDBi), 
to reduce the amount of each cation ingested. In addition, the 
presence of catcium and magnesium with two negative charges 
allowed us to somewhat reduce the osrnotic pressure of the 
solution. which. however, remained very high (933 mM taking 
into account the glucose present in the solution. compared 
with 556 mM when 100 g of glucose were ingested). The total 
dose of lactate salts that could be tolerated was determined 
from preliminary experiments. A s  teported in previous stud- 
ies of tactate ingestion during exerdse (15.33). gastrointesti- 
na1 discornfort was experienced by about one-half of the 
subjects. who developed miid diarrhea in the evening after 
the test. The lactate was traced with w-i%]-labeled sodium 
lactate (I3C/C >99%, Isotec). the final I3CP2C ratio in the 
mimure of lactate salts being +62.5%0 [6-'3C]PDBl. Finally. to 
correct for the shift in I3C background enrichment of expired 
CO2 observed in response to exercise (25). the subjects were 
submitted to an  additional exetcise session without ingestion 
of any exogenous subsuate. 

Measuremenis and computadons. Observations were made 
a t  rest. immediately before exercise, and every 15 min during 
the exercise period. Carbohydrate and fat widation were 
computed from carbon dioxide production (Vcoz) and oxygen 
consumpdon (Vod by using open-circuit spimmetry (20- and 
5-min collection periods a t  rest and exercise. respecdvely). 
For the measurement of 13C/12C ratios in expired COz, 80-ml 
sarnples of expired gasw were coiiected and stored in vacutafn- 
ers (Secton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Finally, 8-ml 
blood sarnples were withdrawn through a catheter (Baxeer 
Health Care. Valencia, CA) inserzed into an antecubital vein 
30 min before the beginning of wperiment for the measure- 
ment of plasma giucose lactate (Sigma Diagnostics. Sigma. 
Mississauga, Canada), and insulin (KTSP- 1100 1. Immune 
corp Sciences, Montreal, Canada) concentrations, and for the 
measurement of I3Ui2C ratios fn plasma glucose (at 40 and 80 
min only). Plasma samples were stored a t  -80°C und anaiysis. 

For the measurement of glucose enrichment. glucose was 
extracted from plasma according to the method desaibed and 
validated by Wolfe et ai. (35). The ptasma (1 mi) was fmt 
deamteinized with harium hvdroldde Il .5 ml. 0.3 M and zinc 
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sulfate (1.5 ml, 0.3 N). The soluble phase was separared fmrn 
the protein precipitate by centrifugadon (20 min. 3.000 g, 
4°C). and the remaining protein precipitate was washed with 
3 ml of distilled water. ï h e  glucose was then separated by 
double-bed ion exchange chromatography by running the 
combined supernatants (7 ml) thmugh superpased columns 
(0.5 x 2 cm) of AG 50W-X8 H- (200-400 mesh) and (0.5 x 2 
cm) of AC 1-X8 chloride (200-400 mesh) resins (Bio-Rad. 
Mississauga. Canada) equilibrated and eluted with distiIled 
water. The solution obtained (-10 ml) was evaporated to 
dryness (Virtis Research Equipment. New York. NY). The 
average recovery of glucose was 86 z 3%. The glucose was 
then combusted for 60 min a t  400°C in presence of Coppet 
oxide (20 mg). and the COz recovered was analyzed by mass 
spectrometry. This procedure for purification of plasma glu- 
cose has been demonstrated to yield values for ['3C1glucose 
enrichment similar to chose obtained using the more specific 
isolation procedure of plasma glucose by crystalliration as 
potassium giuconate (35). In the present experiment. the 
material obtained after evaporation was resuspended in 0.5 
ml of distilled water for screening for possible contamination 
by nonglucose carbons. Compared with the amount of glucose 
present (8.2 rnM). the amounts of glyceml (0.07-0.09 d l )  
and lactate (0-0.04 rnM) present were negligible. and no 
proteins were detectable. 

When [13Clglucose was ingested (trials I and 2). the 
percentage of plasma glucose derived from exogenous glucose 
was computed as follows 

where 'Glu is [I3CI-labeled glucose. and Rmt are plasma 
glucose W12C ratios a t  rest and during exercise, respec- 
dvely. and R, is the exogenous glucose 13C/12C ratio. 

Oxidat!on of glucose and fatty acids was computed from 
~q and Vcoz a s  fol1ows (27) 

glucose = 4.5850 V C O ~  - 3.2255 VQ (3 

fatty acids = - 1.70 12 V c q  + 1.6946 V% (3) 

with mass in gram and gas volume in liters (STPD). The 
stoichiometry of lactate oxidation is similar to that of glucose. 
Accordingly. when lactate was ingested. the amount oxidized, 
if any. was included in the amount of glucose axldized which 
was computed. 

Measurements of '3CI1ZC ratias in expired CO2 and in CO2 
h m  combustion of glucose extracted fmm the plasma were 
performed by mass spectmmetry (Prism. Manchester. UK) 
after cryodistillation, as previously described [l). The isotopic 
composition was expressed in per mil1 difFerence by cornpari- 
son with the PDB! Chicago Standard 

where &[ and kd are the ratio in the sample and 
standard (1.12372%). respectively (1 4). The oxidation rate of 
exogenous substrate (b, g/rnin) was computed as follows 

where V C O ~  is in lftenlmin m o .  R&,, is the lWIF  ratio 
observed in expired COz, & is the [ W 2 C  ratio in expired 
COz in the conml trial, & is the i3C/12C ratfo in the 
ardîîcially labeled exogenous glucose or lactate ingested, and 
k (0.7426 Ug) is the volume of CO2 provided by the complete 
oxfdation of glucose or lactate (27). The computation of the 
amounts of exogenous suhstrate widized is made assuming 
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that. in response to exercise. I3CO-, recovery in expired gases 
is comptete or almost complete (11. 17, 19). In addition. the 
total volume of COz produced during exercise is large com- 
pared with the labile bicarbonate pool. Accordingiy. the 
influence of this pool on the amount of exogenous glucose 
oxidized that is computed h m  %O2 recovered a t  the mouth 
can be neglected (23). 

The amount of untabeled glucose (endogenous. + exogenous 
unlabeled glucose in via1 2) oxidized was computed .by 
d f l e ~ n c e  between total glucose oxidation computed from Voz 
and VCO? and the amou-nt of label4 glucose or tactate 
oxidized computed from VI3ce at the mouth (Eq. 4. The 
contribution of the oxidation of the various substrates to the 
energy yeld was cornputed from their respective energy 
potentials at 37°C f3.87. 9.75. and 3.76 kcaUg for glucose. 
f a t q  acid, and lactate, respectively (27.34) 1. 

Srau"ssu"cs. Eata arc p s e n t e d  as m a r i  = SE. The main 
effects of time and exogenous substrate ingested (glucose vs. 
glucose+lactate) as well a s  time-substrate interactions were 
tested by repeated-measurw analysis of variance (Statistica 
package). Tukey wholly significant difference tests were used 
to identify the location of significant differences (P 5 0.05) 
when anaiysis of variance yietded a significant Fratio. 

No significant difference was observed between the 
four trials for heart rate at rest before exercise (72 i 3 
beatdmin, n = 18) and during the final 5 min of 
the exercise period f 152 2 3 beatdrnin, n = 18). The 
average Vco2 observed was also simiiar during the four 
trials (2.44 2 0.08; 2.55 i 0.09: 2.51 2 0.08 and 2.47 2 
0.09 Vmin, in the control trial and in trials 1.2. and 3. 
respectively). When no exogenous substrate was in- 
gested during exercise. the 13C/12C ratio in expired CO2 
increased and reached a plateau after -30 min of 
exercise (Fig. 1). The observed increase in 13C/12C ratio 

Exrrdse periods (min) 
Fig. 1. Changes in L3C/12C ratio tn expfred C G  in rwponse to 
exercise fn conml trial (@) and when [l%]glucase was ingesteci alone 
(0: 100 g of [13Clglucose) or in comblnadon with unlabeled lactate (U, 
7 5 g of [L%]giucose with 25 g of lactate), or when uniabeied glucase 
was ingestecl in combination with [t3C]lactate (0.75 g of glucase with 
25 g of ['3ClIactate]. Daca are means 2 SE of observations made avér 
correspondlng 30-min exercise period (e-g.. at 30.45, and 60 min for 
the 30- to 60-mln period) . PDB ,, Pee Dee Belemniteiial. 

Ffg. 2. Total glucose and fatty add oxidation rates during exerclse In 
conml trial (e). when gIucase was ingested done (O. IO0 g of 
glucose) or Ln comblnation with lactate (A, 75 g of glucose wlth 25 g of 
lactate: average values of obsematlons in Hals 2 and 3). Data are 
means 2 SE of observatlow made over correspondhg 30-min exer- 
cise perlod (e.g., at 30. 45, and 60 min for the 30- ta 60-mln period). 
5Ignlficantly dîfferent fmrn the h t  30 min of exercise; PS 0.05. 

was much higher and did not plateau when I3C- 
enriched subsmates were ingested during the exercise. 

As shown in Fig. 2. no significant difference was 
observed between the oxidation rate of glucose (endog- 
enous + exogenous, including lactate when lactate was 
ingested: see METHODS) and fatty acids. respeçtively, 
when glucose or the mixture of glucose and lactate was 
ingested. When 100 g of glucose were ingested. the 
oxidation rate of exogenous glucose Increased steadily 
and significantly from an average of 0.1 2 2 0.04 dmtn 
during the first 30 min of exercise to 0.72 2 0.03 glmin 
during the last 30 min of exerdse (Fig. 3). When 75 g of 
["C]glucose were ingested dong with unlabeled lac- 
tate, the oxidation rate of exogenous glucose was 
siightly but not sfgnificantly lower than that observed 
when 100 g of glucose were ingested during the first 90 
min. However, this dmerence reached statistid signffi- 



Exetcise perlods (min) 
FIg. 3. Unlabeled and labeled carbohydrate (glume or glucose + 
lactate) oxldatlon rates during exerclse when ['3C]glucose was In- 
gested alone (O) or in cornblnation with unlabeled lactate (.: 75 g of 
['3C~gIucose wtth 25 g of lactate). or when unlabeIed giucose was 
ingested Ln cornbtnadon with [l%]lacrace (0 .75  g of glucose wtth 25 g 
of [%C] tactate). Cumuiacfve oxidatton of exogenous glucase + lactate 
(A) cornpuced fmm ufals 2 and 3 is a h  shown. Values are means 2 
SE. aSlgnificantly diûetent h m  preceding 30-mtn prlod. P 5 0.05: 
bsignificantly diaerent fimm Ii%lgiucose. P 5 0.05; csignificantly 
dtnerent From first 30-min periad: dsfgnffi~ancly dîfferent h m  200 g 
of [13C]glucose. Psi  0.05. 

ance during the last 30 min of exercise (0.47 r 0.06 W. 
0.72 2 0.03 glrnin). When 25 g of [x3C]lactate were 
ingested dong with 75 g of glucose. the oxidation rate of 
exogenous lactate which was very Iow a t  the beginning 
of exercise (0-30 min: 0.03 2 0.01 glmin) steadiiy 
increased thereafter and reached 0.16 5 0.01 g/mtn 
between 90 and 120 min. The percentage of exogenous 
lactate that was oxidized over the exercise period was 
close to that of exogenous glucose (45 2 5 vs. 5 1 5 5 and 
48 + 3% for 100 and 75 g of glucose, respectively). When 
75 g of glucose were ingested in combination with 
lactate, the total amount of exogenous ghcose 
during exerdse was significantly lower than when 1M) 
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g of glucose were ingested alone (36.3 1.3 vs. 50.9 
1.2 g, respectively). However, the cumulative arnount of 
exogenous glucose and lactate oxidized was similar to 
the amount of glucose oxidfied that was observed when 
100 g of glucose were ingested (47.3 r 1.8 vs. 50.9 r 1.2 
g, respectively; Fig. 3). Over the exercise period. the 
oxidation of exogenous glucose and lactate contributed 
11.1 = 2.1% to the energy yield. compared with 10.9 = 
1.7% for 100 g of exogenous glucose (not significantly 
düferent). On the other hand. the contribution of exog- 
enous lactate oxidation to the energy yield was signifi- 
cantly lower (2.6 2 0.4%). 

Plasma glucose concentration remained stable 
throughout the exercise period. and no significant 
difference was observed between trial 1 (100 g of 
glucose) and viab 2 and 3 (75 g of glucose 25 g of 
lactate; Fig. 4). Plasma lactate concentration also re- 
mained stable at - 1.5 mM during the exercise period 
when glucose aione was ingested and was slightly but 
not significantly higher when the mixture of glucose 
and lactate was ingested. The small and not significant 
decrease in plasma insulin concentration in response to 
exercise was similar with ingestion of glucose and the 
mixture of glucose and lactate. 

Resting plasma glucose W 1 2 C  ratio was similar in 
the three trials (-21.8 2 0.45%0 [S-I3CIPDB,: pooled 
data. n = 18: Fig. 5). Ingestion of [13C]@ucose alone or 
in combination with uniabeled lactate during exercise 
resulted in significant rises in plasma glucose 13C11*C 
ratio. When 75 g of glucose were ingested, the percent- 
age of plasma glucose deriving from exogenous glucose 
was slightly lower than when 100 g of glucose were 
ingested a t  40 rnin (39 r 3 and 47 2 5%. respectively). 
and this dIfference reached statisdcal significance at  80 
min during the exercise (5 1 2 5 and 61 2 6%. respec- 
dvely). When [13C]lactate was ingested dong with 
unlabeled glucose. no significant change was observed 
in plasma glucose 13C11*C ratio (Fig. 5). 

DISCUSSION 

Results from the present experiment indicate that. 
during prolonged exercise. about one-half of the exog- 
enous lactate ingested in the form of a mixture of 
various salts was oxidized. This percentage was shniiar 
to that observed when exogenous glucose was ingested. 
However. the amount of lactate that could be ingested 
without intestinal discornfort was much srnalIer t han 
that of exogenous glucose. Accordin& Iactate inges- 
don did not signincantly modify the metabolic response 
to execcise, including plasma lactate concentration. 
and the rate of exogenous lactate oxfdation and its 
contribution to the energy yield remained small. Fi- 
nally no significant amounts of exogenous lactate 
appeared to be converteci into glucose before k i n g  
oxidized. This observation suggests that direct oxida- 
tion was the predorninant metabolic fate of the exog- 
enous lactate that was absorbeci h m  the gastrointesd- 
n d  tract. 

The rate of lactate ingestion that was tolerated with 
minor intesünai dfscodort by the subjects in the 
present experiment (4.3 mg - kg-' - min") was larger 
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Flg. 4. Plasma glucose. lactate. and insulin cmcentratians at test 
and at 40. 80. and 120 mln of exerdse in mm1 triai (e), when 
glucose was ingested alone (U, 100 g of glucose) or Ln combination 
with lactate (A, 75 g of glucose wlth 25 g of lactate: values are 
means = SE of absenrations in nials Zand 3. *Signfficantly dlnerent 
from k t  30-min period. P s  0.05. 

than those used by Swensen et al. (33) and by Fahey 
et al. (15) (1.6 and 2.6 rngskg-l -min-', respectively) but 
remained welf below the rate of ingestion of glucose 
(13- 17 mg - kg-' - min- l) . Much higher ingestion rates 
of glucose or glucose polymers have actudiy been 
ceported without any major gastrointestinai discornfort 
in some previous studies (50-95 mg -kg-' - m W L ;  EWs. 
3.9, 13). The adverse effects of lactate on the gasttoin- 
testinai firnction is related to the much higher osmolal- 
ity of lactate salt solutions compared with those of 
isocaloric carbohvdrate solutions. Darticularlv w hen in- 
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gested in the form of polymers, both because of the 
smaller rnolar mass of lactate and because of the 
presence of positively charged molecules andor ions 
assoctated with the lactate anion. 
This high osmolality of lactate solutions, which se- 

verely iimits the arnounts that can be adrninistered 
oraily, appears to be the major drawback for their use 
as energy supplements in sports drinks. In faa. except 
for the small increase in plasma pH and bicarbonate 
concentration reported by Fahey et al. (1 5). the limited 
amounts of lactate that can be ingested have no notice- 
able effect on the endocrine and metabolic response to 
exercise. In the studies by Fahey et al. (1 5) and by 
Swensen et al. (33). the response of plasma insulin, 
glucose. free f a q  acid. and glvcerol concentrations to 
exercise was sh i i a r  when glucose polymers and a 
mixture of glucose polymers and lactate was ingested 
in isocaloric arnounts. in addition. there was no effect of 
lactate ingestion on the response of plasma lactate 
concentration in both studfes. Results from the present 
experiment are in line with these previous findings: 
compared with the observation made when LOO g of 
glucose were ingested, ingestion of the mixture of 
glucose (75 g) and lactate (25 g) did not significantly 
modQ plasma glucose and insulin concentration or 
signlficantly increase plasma lactate concentration. 
The lack of effect of lactate ingestion on plasma lactate 
concentration during exercise could be due to the fact 
that the amount of lactate ingested remains smdl 
compared with the large plasma lactate turnover ob- 
sei-ved during exercise (5). It ais0 suggests that lactate 
mfght not be absorbed from the gastrointestinal tract 
in significant arnounts. 

In the present experiment. the increase in '3C112C 
ratio in expired CO2 after [13C]lactate ingestion con- 

-30J I t 
O 40 80 

Tlme (mln) 
Fig. 5. Plasma glucase W P C  ratio at rest and at 40 and 80 rnln of 
mercise when [13ClgIucr#e was ingested aione (0. 100 g) or in 
comblnatton with udabeled taaate (m. 75 g of [13Clglucase with 25 g 
of lactate). or when unlabeled glu- was ingesteci h mbirtation 
wîth ["Cllaaate (0 .75 g of glucose with 25 g of ['%]lactate). Vdues 
are meam 2 SE- *Si@cmtly dlnerent f r m  rest. P s 0.05; 
bsigniâcantly M e r n t  fiont P3Cl@ucose; tstgnfficantly d i n i t  From 
100 R 0f [ 1 3 C 1 & ~ .  f 5 0.05. 
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firms that a t  least a portion of the Iactate ingested 
during prolonged exercise was actually absorbed from 
the gastrointestinal tract and was avaiiable for oxida- 
don. The arnount of 13C02 recovered at the mouth 
indicates that 11.1 2 0.5 g of the lactate ingested was 
oxidized or 45 r 5% of the load. When 100 g of glucose 
were ingested alone or when 75 g of glucose were 
ingested in combination with 25 g of lactate, the 
percentages of the glucase Ioads that were actually 
oxidized were not significantiy different (51 2 5 and 
48 i 3%). However. the much larger arnounts ingested 
without any gastrointestinal disturbance or discodort 
translated into much larger amounts oxidized (50.9 5 
1.2 and 36.3 r 1.3 g over the entire period of exercise) . 
As a consequence, the contribution of exogenous glu- 
cose oxidation to the energy yieId, which ranged be- 
tween 8.4 2 1.9 and 11.4 2 2.1%. as previously reported 
(1) was much higher than that observeci with exog- 
enous lactate (2.6 5 0.4%). The smail contribution of 
exogenous lactate ingested orally during exercise to the 
energy yield, which is due to its poor gastrointestinal 
tolerance. probably explains why th& energy supple- 
ment has not been shown to improve endurance perfor- 
mance (33). 

Two major pathways exist for the oxidation of plasma 
lactate during prolonged exercise. The first pathway is 
the direct oxidation of lactate that can occur in any 
tissue where oxygen in consumed, including exercising 
muscles and the heart (4). The second pathway involves 
the conversion of lactate into glucose. which mainiy 
occurs in the liver. The neoformed glucose couid, in 
turn, be released into the blood and could be oxidlzed in 
peripheral tissues (4). Data from Mazzeo et al. (2 1) and 
Stanley et al. (31) suggest that lactate released from 
exercising muscles during prolonged exercise is oxi- 
dized mainly in other tissues, with only a small portion 
being converted into glucose in the liver (-20%). Re- 
sults from the present experiment are in Une wfth these 
data and suggest that oral lactate is also probably 
dtrectly oxidized without being first converted into 
glucose. When ['3C]glucose was ingested, the large 
increase in plasma glucose L3C/'2C ratio obsemed at 40 
and 80 min of exercise indicates that between 39 and 
61% of plasma glucose was derived from exogenous 
glucose. These figures are within the range of data 
reported between 40 and 90 min of exerdse by Costiii et 
al. (1 2) after [ Wlglucose ingestion and by landrain e t  
al. (18) after [13C]fiuctose ingestion (-45 and 40-Ml%, 
respectively). In contrast, when [13C]lactate was in- 
gested, the plasma glucose I3C/l2C ratio remaineci 
unchanged h m  preexerdse value. This observation 
suggests that only a smaii portion, if any of the lactate 
ingested was converted into glucose before king oxi- 
dized, and, accordingly, that exogenous lactate did not 
signtficantly contribute to the maintenance of plasma 
glucose through gluconeogenesis. 
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The purpose of this expriment was to measure, by using "c-labeling, the 

oxidation rate of exogenous lactate, glycerol or alanine (25 g) (C3-substrates) ingested 

along with glucose (25 g) in a 500 mL bolus taken immediately before a prolonged bout 

of exercise (120 min, 68 * 2 % VO2max in 6 male subjects). Cher the last 80-min of 

exercise, the amount of exogenous glucose oxidized was similar irrespective of the CJ- 

substrate ingested and ranged between 12.1 and 13.4 g. Alanine oxidation was similar to 

that of the glucose present in the mixture (13.5 * 0.6 g), while the oxidation of lactate 

and glycerol ivere respectively 37 and 27 % lower over the last 80-min of exercise (8.5 * 
0.7 and 9.9 = 0.9 g, not signifiant from each other).When 13c-lactate or '3~-alanine 

13 12 were ingested along with unlabelled glucose, plasma glucose C1 C increased From - - 
20 %O 6 I3c PDB-1 to maximal values of - -16 %O 6 "C PDB-1 reached between 60 and 

80 min into the exercise, suggesting that part of the exogenous lactate and alanine was 

converted into glucose prior to oxidation. However, the comparatively higher ' 3 ~ / 1 2 ~  in 

expired CU2 observed when these labelled substrates were ingested suggest that 

oxidation of plasma glucose arising from '3~-lactate and 13~-alanine was not the major 

source of I3coz. These results suggest that direct oxidation of exogenous lactate and 

alanine in peripheral tissues is an important metabolic fate during prolonged exercise. 

Key Words: lactate, glycerol, alanine, oral administration, prolonged exercise, substrate 

oxidation, gluconeogenesis, stable isotopes. 



m o D U C T I O N  

In a previou study, we have measured, the respective oxidation of exogenous 

lactate (25 g) and glucose (75 g) ingested simultaneously during emrcise using "c- 
labeling (45). It was found, that over the 120-min exercise period, the percentage of 

exogenous glucose and lactate oxidized were similar (48 vs 45 %, respectively). 

However, because of the small dose of oral lactate that could be tolerated without 

gastrointestinal discornfort when compared to the dose of glucose, the amount of lactate 

oxidized was rnuch smaller than that of exogenous glucose ( 1  1.1 vs 36.3 g, 

respectively). In addition, lack of changes in 1 3 ~ / 1 2 ~  in plasma glucose when "c-lactate 

was ingested suggested that lactate was directly oxidized by the working muscles, 

without significant prior conversion into glucose by the be r .  However, the enrichment 
13 of exogenous lactate used (+62.5 %O 6 "C PDB-1 or 1.1798 % C/C), was 

cornparatively low vs the background 13c enrichment. Because of the large dilution of 

carbon isotopes occurring dong the gluconeogenic pathways (23; 24), the conversion of 

lactate into glucose could have escaped detection. The first purpose of the present study 

was thus to repeat this experiment using a much larger 13c enrichment of exogenous 

lactate. 

Severai other precursors of gluconeogenesis could also be ingested at rest or 

during exercise. These include alanine, which is the main amino-acid released fiom the 

skeletal muscle, and taken-up by the liver during exercise (4; 19), and glycerol, which is 

released dong with fatty acids from triacylgiycerol stores (22). No &ta are available on 

the effect or metabolic fate of alanine ingested during exercise, although Carlin et al. 

(1 1) and Koeslag et al. (25) have shown that alanine couid be ingested in very large 

doses (up to 100 g) during recovery fiom exercise. ln this situation alanine has been 

shown to reduce ketosis, presumably due to an increase anaplerosis through pynivate 

and oxaloacetate. As for glycerol, it can also be ingested in very large doses (54; 55) at 

rest, in order to increase the osmotic pressure of the blood, and to dnun excess water 

fiom various organs or tissues such as the brain or eyes (55). This property has also k e n  

used in order to inaease total body water before exercise (2 1 ; 34; 38; 54). However, no 



data are available on the metabolic fate of exogenous glycerol adrninistered before or 

during exercise. 

The second purpose of the present study was thus to measure the oxidation rate 

of exogenous giycerol or alanine (23 g) ingested along with glucose (23 g) during 

prolonged exercise, using '3~-labeling. 

METHODS 

Subjecis: The expriment was conducted on six active and healthy male subjects. 

Their age, weight, height and maximal oxygen uptake on cycle ergometer were 22 * 1 

years, 64 * ? kg, 175 2 cm, and 4.4 * 0.2 Wmin respectively (mean * standard emor of 

the mean). Al1 subjects gave their informed written consent to participate in the study, 

which was approved by the Institutional Board on the use of human subjects in research. 

None of them were smoker, heavy drunker, under medication, or were using recreational 

dnigs. 

Operimental protocol: Maximal oxygen uptake (VOtrnax) and expenmental 

workloads on cycle ergometer (Ergomeca, La Bayette, France), were determined for 

each subject during a preliminary test session using open-circuit spirometq (1 100 

Medicai Gas Analyser, Marquette Electronics, Milwaukee, WI). Subsequently, al1 

subjects performed at one week intervals at 10:OO AM, six exercises of 120 min duration 

at a workload corresponding to 68 * 2 % VO2rnax (3.02 f 0.05 Umin). The last evening 

meal (790 PM: 1,300 kcal, 55 % carbohydrates, 30 % fat, and 15 % proteins), and the 

moming breakfast (7:30 AM: 800 kcal, 60 % carbohydrates, 30 % fat, and 10 % 

proteins) were provided to the subjects. ùi addition, in order to keep a low background 

"C enrichment of expired CO2, ingestion of carbohydrates fiom plants with the C4 

photosyntfietic cycle, which are naturally enriched in 13c (30), was avoided during the 

period of experiments. Subjects also refiained fiom exercising, and fiom drinking coffee 

and alcohol, for two days before each experhnent. 



During the expenmental trials, the subjects ingested in a single-blind randorn 

fashion, a mixture composed of glucose (Avebe Arnerica Inc. Princetown, NJ) (23 g), 

and either L-lactate (PURAC America; Lincolnshire, IL) (trials 1 and 2), glycerol 

(Glycerol 64 %: OPODEX, Villeneuve la Garenne, France) (trials 3 and 4) or L-alanine 

(Boerhinger Manheim Germany) (trials 5 and 6) present in equal amounts (23 g) and 

dissolved in 500 mL of water. The solutions were ingested as a bolus, five min before 

the beginning of exercise. During the exercise, water was ingested in order to assure 

proper hydration (200 mL ingested at 20,40,60, and 80 min). Lactate was adrninistered 

as a mixture of four salts ( I 1 g sodium lactate, 4.5 g potassium lactate, 12 g calcium 

lactate and 3.4 g magnesium lactate) in order to reduce the amount of each cation 

ingested along with lactate (45). In addition, the presence of calcium and magnesium, 

with two positive charges, allowed to somewhat reduce the osmotic pressure of the 

solution, and avoid the gastrointestinal discornfort associated with lactate ingestion 

during exercise ( 1 8; 45; 6 1 ). 

'3~-lubeling: h order to mesure the respective oxidation of the C3-substrates 

and glucose in the mixtures, lactate, alanine or glycerol artificially emiched in I3c were 

ingested along with unlabelled glucose in trials 1,3, and 5, respectively, while in trials 2, 

4, and 6, unlabelled lactate, glycerol, or alanine, respectively, were ingested dong with 

artificially enriched 13~-glucose. For this purpose C3 substrates and glucose naturally 
13 poor in C (in %O 6 "C PDB-1: lactate: -25.7; glycerol: -29.6; alanine: -22.2; and 

glucose: -25.2) were ingested with or without addition of artificially enriched I3c~]- 
lactate, 13~3]-glycerol,  alanine, or 111 L3~6]-glucose (13c/c > 99 %, Isotec, 

Miamisburg, OH., USA) in order to achieve a final isotopic composition close to + 245 

%o S I3c PDB-1 (actual value measured by mass spectrometry were : + 243.9, +244.5, 

+244.0 and + 243.8 %O 6 "C PDB-1 for lactate, glycerol, alanine, and glucose 

respectively). These high 13~enrichment of labelled glucose and C3-subtrates provided a 

very strong signal in expired CO2, and plasma glucose, vs the comparatively small 

changes in background enrichment of expired COz observeci nom rest to exercise (49). 



.Mec~surements : Measurements and blood sampling were made at rest before 

ingestion of exogenous substrates, and at each 10 min during the exercise period. 

Carbohydrate and fat oxidation were computed from indirect respiratory calorimew 

corrected for protein oxidation. For this purpose, carbon dioxide production (VCO?) and 

oxygen consurnption (VO?) were measured using open circuit spirometry ( IO-min and 5- 

min collection penods at rest and exercise respectively), and urea production was 

estimated over the observation periods. For this purpose, urea concentration was 

rneasured in urine and sweat during exercise. The amount of urine produced over the 

observation period was rneasured, and the volume of sweat produced during exercise 

was estimoted fiom change in body mas ,  taking into account fluid and glucose + C3- 

substrates intake, weight loss through COÎ production, and water loss in the lungs (3 1). 

For the measurement of 1 3 ~ / L ' ~  in expired COz, 80-mL samples of expired gases were 

collected and stored in vacutainen (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) until 

analysis. Blood samples (6 rnL) were withdrawn through a catheter (Baxter Health Care 

Corp., Valencia, CA) inserted into an antecubital vein at the beginning of experiment, 

for the measurement of plasma glucose, lactate, glycerol, alanine, insulin, and Free fatty- 

acid concentrations, and for the measurement of ' 3 ~ / ' 2 ~  in plasma glucose. Plasma, 

urine and sweat samples were stored at -80°C until analysis 

Plasma glucose, lactate (Sigma Diagnostics, Sigma, Mississauga, Canada), 

glycerol, alanine, and fkee fatty-acids (Boehringer Mannheim, Germany) concentrations 

were measured using spectrophotometric automated assays, while plasma insulin 

concentration was measured using an automated radioimmunoassay (KTSP- 1 100 1, 

hmunocorp Sciences, Montreal, Canada). Urea concentration in urÎne and sweat were 

measured using a Synchron Clinical System (CX7, Beckrnan, Anaheim, CA) 

13 12 For the measurement of C1 C in plasma glucose, 1 mL of plasma was first 

deproteinized with barium hydroxide (1.5 mL, 0.3 N) and zinc sulfate (1.5 mL, 0.3 N). 

The soluble phase was separated from the protein precipitate by centrifugation (20 min, 

3000 g, 4 OC), and the remaining protein precipitate was washed with 3 mL of distillecl 

water. The glucose was then separateci by double bed ion exchange chromatography by 



ninning the combined supematants (- 7 rnL) through superposed columns (0.5 x 2 cm) 

of AG 50W-X8 H' (200400 mesh) and (0.5 x 2 cm) of AG 10x8 chloride (200400 

mesh) resins (Biorad, Mississauga, Canada) equilibrated and eluted with distilled water. 

The solution obtained (-10 ml) was evaporated to dryness (Virîis Research Equipment, 

New York, NY). The average percent recovery of glucose was k3 %. The eluate was 

then combusted for 60 min at 400 OC, in presence of copper oxide (20 mg) and the CO2 

recovered was analyzed by mass spectrometry. This procedure was validated by Wolfe 

et al. (68) and yields similar values of "~-~ lucose  e ~ c h m e n t  than that obtained by 

GC-MS, or by the more specific isolation of glucose by crystallization as potassium 

gluconate. We have also observed that, when comparatively large arnounts of lactate 

was ingested, the material obtained following evaporation is not significantly 

contaminated by lactate, glycerol or amino-acids (45). This was confirmed in the present 

expriment when lactate was ingested dong with glucose. In addition, no nitrogen was 

present in the eluate when "c-alanine was ingested dong with unlabelled glucose. in 

contrast, when large amounts of glycerol were administered and accumulated in the 

plasma, a large contamination was observed, with glycerol concentration in the eluate 

rangmg from 0.01 to 0.44 mM vs 3.6-4.4 mM for glucose. Consequentiy, this preclude 
13 1' the specific measurement of C/ 'C in plasma glucose when glycerol and glucose were 

ingested simultaneously. 

13 12 Measurements of Cl C in expired COz and COÎ fiom combustion of glucose 

extracted from plasma, were performed by rnass spectrometry (Prism, VG, Manchester, 

UK) following cryodistillation as previously described (2). The isotopic composition 

was expressed in %O difference by cornparison with the PDB-1 Chicago Standard: %O 6 

13c PDB-1 = ((b1 / Rd) -1)x1000, where and are the "c/'~c ratio in the 

uÿnple and standard ( 1.12372 %), respectively ( 16). 

Protein oxidation was computed fiom the estimated amount of urea excreted 

during the exercise p e r d  (neglecting the small changes in plasma urea concentration), 

taking into account that 1 g of urea corresponds to 2.9 g of proteins oxidized (33). 

Glucose mUC03C) ana fatty acids (Mh, &&) oxidation were, then, computed nom V02 



and VCO? (48) corrected for the volume of 0 2  and CO2 corresponding to protein 

oxidation ( 1.0 10 and 0.843 Ug respectively) : 

Md,, = 4.5850 VC02 - 3.2255 V02 eq. 1 

Mhw = - 1.70 1 2 VC02 + 1.6946 V02 eq. 2 

with mass in g and volume in L (STPD). The contribution of the oxidation of the various 

substrates to the energy yield was computed £Yom their respective energy potential at 37 

"C (3.87,9.75, and 4.704 kcal/g; for carbohydrate, fat and proteins respectively (33). 

The oxidation rate of exogenous glucose, lactate, glycerol and alanine (ho, 
g/min) was computed as follows (49): 

Mn,=VCOz [ O L < p - & W ( L o - % r ) ] l k  eq. 3 

where VCOz is in Lmo/min, R, is the ' 3 ~ / 1 2 ~  observed in expired COz, RRr is the 
13 "CI"C in expired COz at rest before exercise, IG, is the CI'~C in the artificialy 

labelled exogenous glucose or C3-subtrates ingested, and k is the volume of COt 

provided by the complete oxidation of glucose and CJ-subtrates (in Ug: glucose and 

lactate: 0.7426; glycerol: 0.7304; alanine: 0.6292). Because of the presence of a large 
13 12 bicarbonate pool in the body, the C/ C in expired CO2 only slowly equilibrates with 

' 3 ~ / " ~  in the CO2 produced in the tissues (42). In order to take into account this delay 

between I3cor production in the tissues and at the mouth, the above computations were 

only made during the last 80 min of exercise. 

The arnount of unlabelled glucose oxidized was computed by difference between 

total glucose oxidation computed nom V02 and VCO?, and the amount of exogenous 

labelled substrate oxidized computed h m  ~ ' ~ ~ 0 2  at the mouth (eq. 3). 

Statistics: Data are presented as mean f standard error of the mean. The main 

effects of time and exogenous substrate ingested, as well as tirne-subsfrate interactions 

were tested by repeated-maures anaiysis of variance (Statistica package). Newman 

Keuls pst-hoc tests were used to identifi the location of signifiant differences (P 5 

0.05) when the analysis of variance yielded a significant F ratio. 



EESLJLTS 

Results from indirect respiratory calorimetry, urea excretion, and substrate 

oxidation during the last 80 min of emrcise in the six experimental trials are s h o w  in 

Tables I and 2. No significant difference was observed for V02, VCO?, and urea 

excretion, as well as for carbohydrate, fatty-acid, and protein oxidation between the six 

experimental trials. 

Figure 1 shows the "C enrichment of expired CO2 at rest before ingestion of the 
i 3 C-labelled mixture of glucose and Ci-substrates, and during the 120-min exercise 

period. ' 3 ~ / ' 2 ~  in expired COz at rest was similar in al1 experimental tials (-22.7 = 0.7 

160 6 "C PDB-1: pooled data, n = 36). Following ingestion of the various mixtures of 

glucose and C3-substrates, "c/"c in expired COz peaked between 60 and 80 min into 

the exercise period. When "c-glucose was ingested along with unlabelled Ct-substrates, 
13 12 changes in C/ C in expired COr were similar in the three experimental conditions, 

except for a slightly but significantly higher value at the end of exercise when alanine 

was ingested along with glucose (Figure 1 top). When compared to the respective values 

observed when 13~-glucose was ingested along with the correspondhg unlabelled C3- 

substrates, 1 3 ~ / ' 2 ~  in expired COz was significantly lower following ingestion of "c- 
lactate and glycerol, but not following ingestion of 13~-alanine (Figure I bottorn). As a 

consequence I3c/"c in expired CO2 was slightly but significantly higher following 13c- 
alanine vs "c-lactate or glycerol ingestion. 

The respective oxidation of glucose and C3-substrates ingested as a mixture, as 

well as that of endogenous glucose is show in Figure 2 for the last 80 min of exercise. 

Exogenous glucose oxidation was similar in the three experimental situations, and 

ranged between 12.1 and 13.4 g over the last 80 min of exercise. The oidation of 

exogenous "c-alanine was similar to that of exogenous glucose present in the mixture 

(13.5 * 0.6 vs 13.0 * 0.5 g for alanine and glucose respectively). In contmst the 

oxidation of "c-lactate and 13~-glycerol, which were not significantly different fiom 

each other (8.5 * 0.7 and 9.9 * 0.9 g respectively), was significantly lower than that of 

glucose and alanine. 



Resting plasma glucose 13U1'c was similar before ingestion of labelled 

substrates (-19% 0.5 960 6 "C PDB-1, pooled data n = 24) (Figure 3 top and bottom). 

Following ingestion of the mixtures containing labelled glucose and unlabelled lactate or 

alanine, a rapid rise of plasma glucose 1 3 ~ / 1 ' ~  was observed (Figure 2 rop). The peak 

values, reached between 20 and 60 min of exercise, were significantly higher when 

lactate was ingested along with glucose, when cornpared to alanine + glucose ingestion. 
13 C/"C in plasma glucose also increased when '3~-labelled lactate or alanine were 

ingested along with unlabelled glucose (Figure 3 bottom). However, the peak values 

were reached over the second hour of exercise and were much lower than those observed 

when "~-~ lucose  was ingested, with maximal values not exceeding - 16 %O 6 "C PDB- 1. 

Changes in plasma metabolite and insulin concentrations are show in Figure 4. 

Ingestion of the glucose + lactate mixture led to a modest but significant increase in 

plasma lactate concentration during the fint 60 min of exercise. Only small increases in 

plasma glycerol or alanine concentrations were observed during exercise when these 

substrates were not ingested in contrast, large increases in plasma glycerol and alanine 

concentrations were observed when these substrates were ingested, with peak values at 

10 min into exercise reaching 2.2 * 0.3 and 1.8 * 0.2 M. Plasma glucose concentration 

remained stable throughout the experiment and no significant ciifferences were observed 

between the three experimental conditions. In response to exercise, plasma insulin 

decreased in a similar fashion in ail trials. As for plasma Free fatty-acid concentration, a 

progressive increase was observed in response to exercise. At the end of exercise, 

plasma fiee fatty-acid concentration was slightly higher in the glucose + lactate trials. 

DISCUSSION 

Oxzdation of erogenous glucose: In the present experiment, the arnount of 

glucose ingested dong with exogenous lactate, alanine, and glycerol was srnall (23 g) 

compared to that ingested in other reports on the oxidation of exogenous glucose duiing 

exercise (9; 43; 52).  ove^ the last 80 min of exercise, the amount of exogenous glucose 

oxidized was similar in the three experimental conditions, and averaged 12.8 0.5 g. 

Tbese data are in line with the only study in which such a low amount of glucose was 



ingested. indeed, Péromet et al. (46) reported that the amount of exogenous glucose 

oxidized was 13.0 * 4.2 g when 30 g of glucose was ingested immediately before the 

beginning of a 90-min period of exercise at 68 % VOzmax. This observation suggest that 

adding comparatively large amounts of C3-substrates to a glucose drink does not appear 

to interfere with glucose absorption and oxidation. This probably stems fiom the fact 

that intestinal absorption of glucose. as well as entry of glucose into the muscle cell, 

depend on selective transport mechanisms, which are different from those involved in 

the transport of lactate (50; 56), alanine (13; 53; 57) and glycerol(32). 

O.riciarion of ,f3~-lactafe: In the present experiment, when 23 g of "c-lactate 

were ingested dong with 23 g of unlabelled glucose in a single bolus imrnediately 

before the beginning of exercise, the amount of exogenous lactate oxidized averaged 8.4 

* 0.6 g over the last 80-min period of exercise. This result is in line with our previous 

report (45) indicating that over a 120-min period of exercise, I 1.1 g of exogenous lactate 

were oxidized when ingested along with glucose (lactate: 25 g; glucose 75 g) in several 

portions during the exercise period In this study by Péron.net et al. (45), the amount of 

exogenous lactate oxidized during the exercise period was - 3 fold lower than that of the 

glucose contained in the mixture (1 1.1 vs 36.3 g). This was at least p d y  due to the fact 

that a much larger amount of glucose was ingested compared to lactate. In the present 

experiment, the amount of glucose ingested was similar to the amount of lactate ingested 

(23 g). However, the oxidation of exogenous glucose was again significantly higher than 

the amount of exogenous lactate oxidized (13.4 * 0.5 vs 8.5 * 0.7 g). This result 

indicate that for similar amounts administered orally, lactate is less readily available for 

oxiàation than glucose. This could be due to a slower intestinal absorption of lactate vs 

glucose, since lactate salt ingestion as been reported to cause gastro-intestinal discornfort 

because of the comparatively hi@ osmotic pressure exerted (18; 45; 61). It could also be 

related to the different metabolic fate of exogenous lactate vs exogenous glucose. 

Two major pathways exist for the oxidation of lactate ingested diaing prolonged 

exercise. These pathways are similar to those which can be followed by lactate produced 

in tissues such as the red blood cells or muscles during exercise. The £kt pathway is the 



direct complete oxidation of lactate that cm occur in any tissue where o.xygen is 

consumed and the redox potential favoun the conversion of lactate into pyruvate, 

including at least some of the exercising muscles and the heart (7). The second pathway 

involves the conversion of lactate into glucose, which mainly occurs in the liver, and the 

subsequent oxidation of this neoformed glucose in peripherd tissues (7). 

In our previous experiment, we failed to observe any enrichment of plasma 

glucose when 13~-labelled lactate was ingested, and we concluded that the major portion 

of lactate was directly oxidized in peripheral tissues without pnor conversion into 

glucose in the liver or kidneys. These observations were in line with results fiom studies 

on the metabolic fate of lactate during prolonged exercise. Indeed, both in rats (8) and 

humans (35; 60), lactate released from exercising muscles during prolonged exercise has 

been show to be oxidized mainly in other tissues, with only a mal1 p&on being 

converted into glucose in the liver (- 20 %). 

However, in our previous experiment, the em'chrnent of the lactate ingested was 

comparatively low (+62.5 %O 6 ')c PDB-I or 1.1798 % "c/c). It is well known that 

when  nivate, va te, lactate, and alanine, are converted into glucose, an important 

isotopic dilution occurs. This is due to the fact that the labelled precursor is diluted 

within large pools of endogenous uniabelled precurson (28; 44). It is also due to the 

exchanges occuring between labelled and dabelled carbons at the level of oxaloacetate, 

which is a common intermediate of the gluconeogenic pathway and the Krebs cycle (23; 

24). The end result is that the I3c enrichment of the neoformed glucose is much Iower 

than that of the labelled precursor. In addition, since a large amount of unlabelled 

glucose was ingested dong with labelled lactate, the extent of dilution was even greater. 

These phenornenon's explain that although a portion of exogenous lactate was probably 

converted into glucose pnor to its oxidation in peripheral tissues, no significant changes 

in plasma glucose "c/12c were observed in our previous study (45). 

h the present experimenf much higher e~chments  of exogenous subsüates 

(including lactate) were used (e.g. 243.9 %O 6 13c PDB-1 or 1.3785 % 13c/c for I3c- 



lactate) and the arnount of exogenous glucose ingested dong with labelled lactate was 

much lower (23 vs 75 g). Under this condition, we observed a small but significant 

increase in plasma glucose enrichment, with "c/~'c plateauing at about -17 460 6 "C 

PDB-I over the last hour of the exercise period vs -20.5 %O 6 "C PDB-I at ren. This 

observation indicate that at least a portion of the exogenous lactate Ioad was converted 

into glucose, presumably in the liver, pior to its oxidation in peripheral tissues. 

Uncertainty concening the overall "dilution factor" precludes a- quantification of the 
13 amount of lactate which was actually converted into glucose, fiom C-glucose 

e ~ k h n m t .  However, two lines of evidence suggest that direct oxidation of exogenous 

lactate was quantitatively much more important than the oxidation of glucose derived 
13 12 fiom 13c-lactate released by the liver. The first evidence is that C/ C in expired CO? 

13 12 paralleled changes in C/ C in plasma glucose (Figure 1 botiorn vs Figure 3 

bottom).Since I-'C/~?C in expired COt tracks 13c02 production in tissues with a 15-20 

min delay (42), this suggests that conversion of '3~-lactate into glucose did not preceede 

13~-lact.ate oxidation. The second evidence is  that the ' 3 ~ / ' 2 ~  ratio in expired CO2, when 

"c-lactate was ingested, was similar and even slightly higher than that of plasma 

glucose throughout the exercise period Given the fact that "C arising from the 

oxidation of labelled substrates is diluted by a large amount of '*c arising from the 

oxidation of endogenous substrates, such a smail difference between the l3c/I2c of 

plasma glucose and COz can only occur if a significant amount of I3c-lactate is directly 

oxidized without being first converted into glucose. Indeed, if al1 the 13~-lactate was 

converted to glucose prior to its oxidation, the extent of dilution between the 13c 
enrichment in plasma glucose and expired CO2 would have been closer to what was 

observed in the present experiment when "~-~ lucose  was ingested along with 

unlabelled lactate (Figure 1 top and 3 top). 

Oxidation of " ~ - d m i n e :  In the present experiment the metabolic fate of 

exogenous alanine was studied because it has been show that, during prolonged 

exercise, alanine is the main amino-acid released by the active muscle, and taken-up by 

the liver for gluconeogenesis (so called glucose-alanine cycle: 4; 12; 19; 67). 



Only a Iimited number of studies have looked at the metabolic fate of exogenous 

alanine either infused (1; 6; 64) or adrninistered orally (5; 63; 65). In addition, these 

studies have been performed at rest or during recovery fiom exercise, alanine was 

administered in small arnounts (-2-3 g), along with several other amino-acids (except in 

the studies by Carlin et al. (1 l), and Koeslag et al., (25) in which 100 and 50 g of alanine 

was ingested alone respectively), and its oxidation was not directly measured. In the 

present experiment, the rnuch higher amount of alanine adrninistered was well tolerated, 

with no subjects complaining of gastrointestinal discomfon. In addition, the rapid and 

large increase in plasma alanine concentration indicate that alanine was quickly 

absorbed in the blood. Exogenous alanine was also readily available for oxidation. 

hdeed, over the last 80 min of exercise, 13.5 0.6 g of I3c-aianine were oxidized (59 % 

of the load), ths amount being sirnilar to that of glucose present in the mixture ( 13.0 i 

0.5 g). 

13 The significant increase of plasma glucose C/ '~C during exercise when "c- 
alanine was ingested indicates that at least a portion of the alanine load was converted 

into glucose by the liver. However, plasma glucose "c/"c increased more slowly and 
13 12 plateaued later when compared to C/ C in expired CO2. In addition, "c/'~c in plasma 

glucose when 13~-alanine was ingested (-1 6.9 * 0.4 %O 6 I3c PDB- I), was significantly 

lower than that of expired CO2 over the entire period of exercise (-12.0 + 0.4 960 6 ' j ~  

PDB-1). As suggested for exogenous lactate, this indicates that a cornparatively large 

amount of ' 3 ~ ~ 2  was provided by direct alanine oxidation in peripheral tissues, with 

only a minor fraction king converted into glucose prior to oxidation. 

Cornparison of the amount of alanine oxidized in the present experiment with 

data in literature concerning the contribution of gluconeogenesis fiom alanine during 

prolonged exercise, also suggests that conversion into glucose was probably a minor 

metaboiic route for exogenous alanine. Indeed, for an exercise of comparable intensity 

and duration than used in the present experiment (- 65 % VOzrnax, 120 min), hepatic 

glucose production has been shown to be - 5060 g (14; 36; 37), and gluconeogenesis 

iÎom alanine has ken  shown to only accouat for only - 2 % of total glucose production 



( -1.2 g) in 12-14 h fasted hurnans (3; 4; 19). These contribution of alanine to liver 

gluconeogenesis are based on arterio-venous difference across the hepato-splanchnic 

bed, and, accordingly, could be minimal estimates of the amount of alanine that could 

have been converted into glucose in the present experiment. Indeed, alanine uptake and 

conversion into glucose by the liver is dependent upon portal and hepatic artery alanine 

concentration (66). in the present experiment, because of the very large oral alanine load 

and rapid absorption, plasma alanine concentration (average value: 1.38 = 0.06 mM) was 

about 5-6 fold higher than the normal concentrations observed during exercise. 

Accordingly the amount of alanine whch has k e n  converted into glucose could have 

exceeded the value reported in ovemight fasted hurnans (3; 1; 19). 

According to the classical glucose-alanine cycle, described in resting fasted 

conditions (10; 2O), and which has also been shown to be operative during prolonged 

exercise (12; 671, alanine released Erom muscle tissues, which derives both ftom glucose 

and from protein breakdown (12), is taken up by the liver and converted into glucose (3; 

3; 19). In this situation, a net emux of alanine from muscle is, thus, observed. in 

contrast, data from the present experiment suggest that an important uptake of alanine 

was present in exercising muscles. At least four systems, involved in the m p n  of 

neutrai amino-acids, are expressed in the skeletal muscles (systems A, ASC. L, and Nm) 

(13; 53; 57). Among these, system A and ASC are those mainly involved in alanine 

transport, while systern L has a lower affmity for alanine (13; 57) These transport 

mechanisms, which can accumulate alanine against a concentration gradient, explain 

that alanine is taken up by the muscle even when a net alanine release is observed For 

example, in the study by Biolo et al. (6) using [2,3,3 ,3-2&]-alanine (among other amino- 

acid mers) ,  arterio-venous balance, and muscle biopsy, net leg muscle alanine release 

was 105 nmol.min-'. 100 mL leg'', but inward and outward alanine transport rates were 

176 and 282 nrnol.mirî1. 100 mL leg-', respectively. In the sarne experiment, when - 2.5 

g/h off alanine was infused during 3 hotus (dong with 14 other amino-acids), the inward 

rate of alanine transport increased by 3.3 fol4 and alanine balance across the leg 

switched fkom net uptake, to net release (-105 to 8 nmol.min-'. 100 mL leg"). When 

amino-acids were infus& during recovery fkom exercise, the inward rate of alanine 



transport was M e r  increased (5.5 fold compared to basal value), and net alanine 

release by the leg was 144 nmol.mid. 100 mL leg-'. These results are in line with data 

from Abumrad et al. (l), showing that when - 3 g of alanine were administered 

intravenously (along with 14 other amino-acids), net alanine release fiom forearm 

tissues decreased by 58 %, and that muscle alanine uptake could account for the 

disposal of 28 % of the infused load. Tipton et al. (63) have also shown that an increase 

in amino-acid delivery to the muscle increases the inward arnino-acid transport rate 

following administration of an oral amino-acid load containing 2.4 g of alanine. Taken 

together these data suggest that when plasma alanine concenmtion is very high during 

exercise, such as in the present experiment, inward alanine transport could be increased, 

thus allowing exogenous alanine to be directly oxidized in the muscle. However, in the 

absence of data conceming arterio-venous difference across the muscle, it cannot be 

ascertained whether this is accompanied by a net alanine uptake or release. 

Oxidation of " ~ - ~ l y c e r o l :  Supplementation of large amounts of glyceroi before 

excrcise has been used in order to achieve a state of hyperhydration which could be 

beneficial when exercise is performed in the heat. indeed, glycerol which is rapidly 

absorbed and well tolerated at oral doces up to 1 .O-1.5 g/kg, increases total body water 

from 494-729 mL, after 2.5 to 4 h of hydration involving 1.4-2.0 L of fluid (21;34; 38; 

54). This hyperhydration regimen was shown to be efficient in increasing sweat rate, and 

reducing rectal temperature during a subsequent bout of prolonged exercise in the heat 

(34). Glycerol has also been used for aimost 60 yean with widespread clinical w in the 

treatment of cerebral oedema, intraocular hypertension, intracranial hypertension, 

psturai syncope, improved rehydration during acute gastrointestinal disease (see ref 55 

for a review), and parenteral nutrition (62) 

There is however, a paucity of data conceming the metabolic fate of exogenous 

glycerol, administered in large amounts, either intravenously or orally. When the amount 

of glycerol administered is sufncient to saturate the pathways of glycerol metabolism. 

plasma glycerol concentration can increase to very high values, exceeding the rem1 

threshold for giycerol reabsorption of - 1.6 m M  (55). In this situation, a significant 



porhon of glycerol is loss in urine. For exampie, in the study by Sommer et al. (58). 

when 88 g of glycerol was administered orally, plasma glyceml concentration peaked at 

- 19 mM, and over eight hours, 18.9 % of the glycerol load was recovered in urine. 

However, Olbermann et al. (41) reported that when 3 g glycerol /kg was infuse4 only 

1-6 '%O of the glycerol load was lost in urine. in this study, the amount of glycerol 

administered ( 19-73 g) was similar to the oral glycerol load adrninistered in the present 

experiment (23 g). The peak plasma glycerol concentration reported by Olbermann et al. 

(41) was slightly higher (3.9 vs 2.2 rnM in the present experiment), probably because of 

the different mode of administration. It is thus unlikely that more than 1- 1.5 g out of the 

23 g oral glycerol load administered (4-6 %) was lost in urine in the present 

experimental conditions. As for the response of plasma glycerol concentration observed 

during exercise, our data are comparable to those reported by Murray et ai. (39). Indeed, 

in this study, when 26 g of glycerol were ingested during exercise (90 min, 50 % 

VOzmax), plasma glycerol concentration peaked at 2.8 rnM - 60 min after glycerol 

ingestion, compared to 2.2 rnM reached after 40 min in the present study. Taken together 

these results, thus, suggest that the glycerol load administered along with glucose in the 

present experiment was well absorbed with probably a negligible fraction being lost in 

uri ne. 

This partly explains that a large amount of exogenous glycerol was oxidized 

during the last 80 min of exercise. hdeed, glycerol oxidation (9.9 * 0.9 g) was similar to 

that of exogenous lactate (8.5 * 0.7), and slightly lower than that of exogenous alanine 

(13.5 * 0.6 g) and glucosc (13.2 * 0.5 g). Accordingly, in addition to its beneficial effect 

on thermoregdation during exercise, glycerol could both contribute to energy field, and 

help replenish the pool of tricarboxylic acid intermediates, which slowly diminishes over 

a prolonged period of exercise (59). 

It is generaily accepted that the liver, and in a lesser manner the kidneys, are the 

main organs involved in the removal of plasma glycerol (15; 22; 29), because of their 

substantial glycerol kinase activity (32). It is also believed that the main fate of glycerol 

in these tissues is conversion into glucose (22). However, this hypothesis is not 



supported by some expenmental evidence, and is not consistent with data fiom the 

present experiment. As soon as in 1983, Hetenyi et al.. (22) suggested that in the 

postabsorbtive state at rest, in both humans and dogs, the percentage of endogenous 

glycerol turnover (RJ that is converted into glucose ranges only from 21 to 49 96. Two 

recent studies have reassessed the metabolism of glycerol in ovemight fasted dogs (5 1 ) 

and in 60-h fasted humans (27), and concluded that the liver and kidneys were probably 

not the main sink of plasma glycerol. Using a-v balance and infusion of [ ' H ~ ] - ~ I ~ C ~ ~ O I  in 

anaesthetized dogs, Previs et ai. (51) have indeed shown that net uptake of glycerol by 

the liver and kidneys could only account for 26-30 and 4-9 % of endogenous glycerol R,, 

respectively. Landau et al. (27) using a combination of a-v balance and infusion of [U- 

'3~3]-glycerol in humans reported similar values, with liver and kidneys glycerol uptake. 

respectively accounting for 29 and 17 % of glycerol Rt. These authon also reported a 

significant uptake of glycerol by the forearm tissues. Upon the assumption that forearm 

muscles were representative of whole body muscle, Landau et al. (27) estirnated that the 

muscle mass (- 30 % of body weight) could account for - 13 % of the glycerol &. 

Uptake of glycerol by the muscle was also reported by Elia et al. (17) and Kurpad et ai. 

(26). These authon infused [2~s]-glycerol in overnight fasted subjects, and observed 

both uptake and dilution of labelled glycerol across the muscle. Data from these studies 

(1  7; 26; 27; 5 l), showing that glycerol could be metabolized in peripherd tissues as well 

as the liver, are consistent with the observation that glycerol kinase activity is present in 

vertebrate muscle (40). 

in the present experiment, due to limitations in the technique used to isolate 

plasma glucose, it was not possible to directly assess the convenion of exogenous 

glycerol into glucose when exogenous glycerol was ingested. However, based on the 

contribution of glycerol to liver glucose production measured by Alhborg and Bjorkman 

(3) (about 3.5 % of splanchnic glucose production), and on liver glucose output 

measured during exercise of comparable inteasity and duration than used in the present 

experirnent (50 to 60 gf120 min) (14; 36; 37), it can be estimated that 1.5 to 2 g of 

giycerol could have been converted into glucose. This value is probably an 

underestimation of b e r  glycerol uptake and conversion into giucose because of the 



much higher plasma glycerol concentration reached in the present expriment. However, 

based on the V, of hepatic glycerol uptake measured by Previs et al. (5 1) in intact dogs 

(6.9 jmol.min". kg"), and assuming that this value is comparable to V-. for hepatic 

glycerol uptake in humans, a maximal estimate of glycerol uptake and conversion into 

glucose cm be made. These data indicate that over the 120-min penod of exercise, 

assuming that the liver was always in the presence of a saturating glycerol concentration, 

a maximum of 4.4 g of glycerol could have been taken up and converted into glucose. 

This value is more than 50 % lower than the amount of glycerol which was oxidized 

over the last 80-min of exercise, suggesting that a significant portion of exogenous 

glycerol was directly oxidized by peripheral tissues (presumably the working muscles) 

without prior conversion into glucose by the liver. 
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Figure 1: Kinetics and average values of I3C/l2C ratio in expired CO2 observed 
during exercise when lC-glucose was ingested dong with various unlabelled C,- 
substrates (top) and when unlabelled glucose was ingested dong with I3C,- 
substrates (bottom). Values are means * SE observed in trials 1 to 6. a: 
significantly different frorn 13C-glucose in the sarne trial; b: significantly different 
from 13C-glucose + 12C-aianine trial; c: significantly different fiom 12C-glucose + 
13C-alanine; P 5 0.05. 



Figure 2: Oxidation of exogenous "C-labeled glucose and C,-substrates as well as 
of endogenous glucose observed during the 1st 80-min of exercise. Endogenous 
giucose oxidation was cornputed by difference between total carbohydrate 
oxidation and the sum of exogenous glucose and C,-substrate oxidatioa. Values 
are means SE. a: significantly different fiom 13C-glucose in the same aial; c: 
significantly lower than 13C-alanine; P 5 0.05. 



-O- glucose t lactate 
-0- glucose - alanine 

T h e  (min) 

Figure 3: Kinetics and average values of 13C112C ratio in plasma glucose observed 
during exercise when 13C-glucose was ingested along with various unlabelled C,- 
substrates (top) and when uniabelled glucose was ingested along with 13C3- 
substrates (bottom). Values are means r SE observed in trials 1,2 and 5,6. a: 
significantiy different fiom glucose in the same trial; b: significamly different 
From 13C-glucose + '2C-alanine; P 10.05. 
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Figure 4: Plasma C,-substrate (top to bottom lefi), glucose, insulin and 6ee  fa^ 1 
acid (top to bottom- ri&) concentration observed in response to exercise in the 
three experimentai conditions. For the tree experimental conditions, the values 
reported are pooled data for the two identical trials. a: significantiy different from 
glucose + alanine; b: sipiilricantiy different from giucose + glycerol; c: 
significantly different fiom glucose + lactate; P 10.05. 
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Burelie. Y., F. Pthonnet, S. Charpentier, C. Lavoie, C. 
HiilaireMarcel. and D. Massicotte. Oxidation of an oral 
[13C]gtucose load at rest and prolonged exercise in trained 
and sedentary subjects. J. +pl. Physiol. 86(1): 52-60. t 999.- 
The purpose of this study was to compare the oxidation of 
[13Clglucose (100 gl ingested ac rest or during exercise in six 
trained (ïS) and six sedentary (SS) male subjects. The 
oxidatfon of plasma glucose was also computed from the 
volume of %O2 and 13C/12C in plasma glucose to compute the 
oxidation rate of glucose released from the liver and from 
glycogen stores in periphery (mainly muscle glycogen stores 
during exercise). At rest, oxidative disposal of both exogenous 
(8.3 i 0.3 vs. 6.6 r 0.8 g/h) and liver glucose (4.4 i. 0.5 vs. 
2.6 z 0.4 g/h) was higher in TS than in SS. This could 
contribute CO the better glucose tolerance observecl a t  rest in 
TS. During exercise, for the same absolute workload [ 1 40 r 5 
W: TS = 47 r 2.5: SS = 68 2 3 %maximal oxygen uptake 
(QmA]. [ 1 3 C l g l ~ ~ ~ ~ e  oxidation was higher in TS than in SS 
(39.0 2 2.6 vs. 33.6 2 1.2 g/h). whereas both liver glucose 
(16.8 f 2.4 vs. 24.0 2 1.8 g/h) and muscle glycogen oxidation 
(36.0 r 3.0 vs. 5 1 .O t 5.4 g/h) were Iower. For the same relative 
workload (68 2 3% VQ-: TS = 3.13 + 0.96: SS = 2.34 I 
0.60 1 Oz/min). exogenous glucose (44.4 z 1.8 vs. 33.6 i. 1.2 
g/h) and muscle glycogen oxidation (73.8 I 7.2 vs. 51.0 2 5.4 
gfh) were higher in TS. However. despite a higher energy 
expenditure in TS. liver glucose oxidation was similar in boch 
groups (22.2 r 3.0 vs. 24.0 2 1.8 glh). Thus exogenous glucose 
oxidation was selectively favored in TS during exerdse. 
reducing both liver glucose and muscle glycogen oxidation. 

exogenous glucose: training; substrate udlization; insulin; 
stable isotopes 

m-rmotrc ADAPTATION to training includes a shfft to- 
ward an increase in fat oxidadon (2.14) and a decrease 
in plasma glucose turnover and oxidation in response to 
prolonged exercise (4.5.24, 32). However. training has 
also been s h o w  to impmve whole body glucose uptake 
during oral and intravenous glucose tolerance test. and 
euglycemic- hyperinsulinemic clamps, because of an 
increased insuiin sensidvity and responsiveness (see 
Ref. 8 for review). In addition. non-insulin-rnediated 
glucose transport in muscle during exerdse is larger in 
trained subjects (39). Thus, despite a Iower dependence 
on carbohydrate oxidation during prolonged exerdse. 
trained subjects could have a greater abiiity to oxidize 

The cmm of pubIkation of this artide were defrayed in part by the 
payment of page charges. The artide must therefore be heteby 
marked 'abvemmenf in acwrdance wlth 18 U.S.C- Secdon 1734 
solely CO Cndkate thls fact 

plasma glucose and. therefore. exogenous glucose when 
it is supplied at rest as well as during exercise. 

Only two groups of authors have described the effect 
of training state on excgenous [ ' lC~gi~~ose  oxidation at 
rest (18) and during exercise (16. 17). After a 6-wk 
training program a t  30-40% maximal oxygen consump 
tion (Vo2&, Krzentowski et al. (17. 18) found no 
dmerence in the oxidation rate of 100 g of [W]glucose 
ingested at  rest (35.9 vs. 37.4 g over 7 h) (18) but a 
signiticant 10% increase during exercise (-28 vs. - 3 1 g 
over 90 min) (1 7). In the recent cross-sectional study by 
Jeukendmp et al. (16). over the last hour of a 120-min 
exercise period with ingestion of 100 g of glucose. 
although the difference did not reach statistical signifi- 
came. the amount of exogenous glucose oxidized was 
also 10% higher ln trained (50 g) than in sedentary 
subjects (45 g). The effect of training on the oxidation 
rate of exogenous glucose during exercise for given 
absolute and relative workloads rernahs difficult to 
ascertain, however. In the study by Krzentowski et al. 
(17). the absolute workload was kept similar before and 
after training [oxygen up-take ( V a  - 1.3 Ymin, corre- 
sponding to 41 and 32% Voz, before and alter train- 
ing, respectively]. In the study by Jeukendmp et al. 
(16). trained and sedentary subjects both exercised at 
50% of their respective maximal mechanical power 
output. As a consequence. both the relative (50 vs. 63% 
V o 2 a  and absoiute workloads (146 vs. 207 W or 2.2 
vs. 2.6 1 Odmin) were different. 
The purpose of the present experiment was. thus, to 

compare the oxidation rate of exogenous glucose in- 
gested a t  rest as well as during prolonged exercise 
performed a t  the same relative and absolute workloads. 
h trained and sedentary subjects. by using 13C- 
Iabebg. In addition. plasma glucose 13C/12C was used 
to compute the oxidation of plasma glucose. The oxida- 
don of glucose released from the Uver was computed by 
difference between plasma and exogenous glucose oxi- 
dation. and the oxidation of glucose released from 
glycogen in periphery (maMy muscle glycogen during 
exerdse) was computed by dlfference between total 
glucose oxidation and plasma glucose oxidation. 

Subjects. The experiment was conducted on six weii- 
ttained endurance cyclists and six healthy but sedentary 
maie subjectr with a normal f a  plasma glucose concentra- 
tion (4.48 ;t 0.22 mrnoV1: n = 12) (Table 1 j . Sedentary subjeas 
did not regularly take part in any phpical activfty and had no 
history of endurance training. AU subjects gave their in- 
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Table 1. Subject characteristics [13C]glucme. The drink was given in four qua1  volumes (25 g 
of  glucose in 250 ml) taken 30 min before the beginning of 

Trained (n = 6) Sedentary (n= 6) exercise, immediately after the beginning of exercise. and at 

2 0 ~  1 232 I 30 and 60 min during the exercise period. 
4% Y r  
Helght. cm L76r 3 17722 Assesmenrat rest. The subjects were a h  studied a t  rest 1 

Body mass. kg 6 9 2 2  7 4 2 3  wk after the last exercise session. The subjects sat  comfon- 
%Fat 15.3 2 0.9 16.8 = 2.0 ably for 3.5 h in a reclining chair ( h m  8:30 to 12:OO &W. 
Lean body mas. kg 58.0 = 0.8 61.4 = 1.6 After basal rneasurements of Vo2 and CO2 production (Vco2) 
V O ~ ~ ~ .  Umh 4.6 1 = 0.96 3.45 r 0.90' and blood sampling, the subjects ingesred 100 g of [13C]glu- 
W,. W 348 r 5 2 1 5 ~ 3 '  case in a 10% solution (1.000 rnD divided in four wual  

. . -. - - - - - - -. - .. . . . - - . . . . . . . . .- 

Values are means z SE: n. no. of subjecrs. VQ,,, maximal oxygen 
consumption; W,, maximal workload. %Fat was computed fmrn 
sklnfold rneasurernents (chest. abdomen. and thigh) (35). 'Signîfi- 
cantly diEerent from m h e d  subjects (Ps 0.05). 

formcd *.vri-ittcn c=nxnt t a  participtc in thr stu&y, xich was 
appraved by the Institutional Board on the Use of Human 
Subjects in Research. None of the subjects were smokers. 
heavy drinkers, under medication. or using recreadonal 
drugs. 

rlsssrnenr ar erprercise. VO~, and experimental wor kloads 
on cycle ergorneter (Ergomeca CP 400, La Bayette, Fmnce) 
were determined for each subject during a ptelirninary test 
session with the use of open-circuit spirometry (1 100 medical 
gas analyzer. Marquette Elecuonics, Milwaukee. W. Subse- 
quently. al1 subjects perfonned.a 90-min exercise a t  a work- 
load corresponding to 68 4 3% VO~- (226 2 3 vs. 140 z 5 W 
for trained and sedentary subjects. respectively). One week 
later, trained subjects performed a 90-min exercise a t  a 
workload identical to that sustained by the-sedentary sub- 
fects (140 z 5 W corresponding to 47 2.5% VQ&. For this 
purpose. trained and s e d e n ~ r y  subjects were matched by 
ranking them on the basis of Ve,, in their respective group. 
The exercises were performed between 9:30 and 11:OO AM in a 
laboratory with controlled temperature and humidity (2 1 I 
LUC, 45 2 5%. respecüvely). 

During each of the experirnents. the subjects ingested 
1.000 ml of rwm-temperature water containing 100 g of 

votumes taken at 30-min intervals. Observations were made 
between 9:00 and 12:00 AM. 

13C-labeling. Naturally labeled glucwe (Biopharm, Laval. 
Canada) was artificially enriched with [U-Wlglucose (%/C 
>99%: Isocec, Miamisburg. OH) to achieve a final isotopic 
composition larger than +25 and +55% change (6) in 13C Pee 
D e  Be!emnite!!r- ! (PDS- !) sc cxcrchc snd rcst. rcspccti';cly 
(acnial values measured by mass spectrometry: 426.9 and t 
57.5%0 613C PDB-1). This high enrichment of exogenous 
glucose provided a very strong signal in expired COt and 
aliowed the neglect of the comparatively small changes in 
background I3C enrichment of expired COz observed in re- 
sponse to exercise (31). The 1 s t  evening rneal before each 
experiment a t  rest or exercise (7:OO PM: 2.250 kcal: 70% 
carbohydrates, 15% fat. and 15% proteins) and the morning 
breakfast (730 AM: 500 kcal: 50% carbohydrates, 35% fat. 
and 15% proteins) were standardized. In addition. to keep a 
Low background I3C enrichment of plasma glucose and ex- 
pired COz, ingestion of carbohydrates fmrn plants with the CI 
p hotosynctieeic cycle. which are naturally enriched in 13C (1 9). 
was avoided 1 wk before and during the period of experi- 
menu. Subjects also refrained from exercising and from 
drinking coff' and alcohol. 

Measuremenû and compuradons. Measurernents and biwd 
sampling were made every 30 min during the experirnents 
conducted a t  rest and exercise (see Fig. 1). Glucose and fat 
oxidation were computed fmrn indirect respiratory calofirn- 
etry correcteci for pmtein oxidadon. For this purpose, VCQ 
and Vo2 were measured by using open-circuit spirurnetry (IO- 

F!g. 1. Isatopic composition of expired 
C G  and of plasma glucose and percent- 
age of plasma glucose derfved from 
exogenous glucose at rest (A and B) and 
duhg  exertûe (Cand 0, performed at 
the same relative and absolute work- 
loads in mineci and sedentary sub- 
jects. Exerctse started at cime O. W C  
P D E I .  Mlfference in W Pee Dee 
BUemnlteUa- I (PDB- 1) standard, Val- 
ues are means 2 SE; 'slgnificantly 
different harn sedentary subjectr: bsig- 
nFFicantly dlfferent fmm vaineci sub- 
f ects at 68% maimai oxygen consump 
tfon ( V e d  (P s 0.05). 



XERCISE: TRALiYED VS. SEDENTARY 

and 5-min collection periods a t  rest and during exercise. 
respectively). and urea production was estimated over the 
observation penods. Urea concentration was measured in 
urine a t  rest and in urine and sweat during exercise. The 
amounr of urine produced over the observation period (rest or 
exercise) was measured. and the volume of sweat produced 
durfng exercise was estimated h m  change in body mas. 
taking into account fluid and glucose intake, weight loss 
through Vcaz. and water las in the Iungs (20). For the 
measurement of W12C in expired CO2. 80-ml sarnples of 
expired gases were collected and stored in vacutainers (Bec- 
ton Dickinson. Franklin Lakes. NJ) until analysis. Blood 
samples (6 ml) were withdrawn a t  regular intervals through a 
catheter (Baxter Health Care. Valencia. CA) insened into an  
antecubital vein a t  the beginning of the experiment for the 
measurement of plasma glucose. lactate. insulin. free fatcy 
x!d. and g!;.cerol~oncent%ions and for t!be measuEment if 
'3C/12C in plasma glucose. Plasma. urine. and sweat samples 
were stored at -80°C until analysis. 

Plasma gfucose. lactate (Sigma Diagnostics. Mississauga. 
Canada). fatty acid. and glycerol (Boehringer Mannheim. 
Gerrnany) concentrations were measured by using spectropho- 
tometric automated assays, whereas plasma Insulin concen- 
tration was measured by using an autornated radioimmunoas- 
say (KTSP- 1 100 1. Immunocorp Sciences. Montreal. Canada). 
Urea concentration in urine and sweat was measured by 
using a Synchron Clinical System (CX7, Beckman. Anaheim, 
CA). 

For the measurement of L3C/'2C in plasma glucose, I ml of 
plasma was first deproteinized with barium hydroxide (1.5 
ml, 0.3 N) and zinc sulfate (1.5 ml. 0.3 N). The solub te phase 
was separated fmm the pmtein precipitate by centrifugation 
(20 min, 3,000 g, 4T), and the remaining protein precipitate 
was washed wfth 3 ml of distilled water. The glucose was then 
separated by double-bed ion-exchange chmmatography by 
mnning the cornbined supernatants (-7 ml) through super- 
posed columns (0.5 x 2 cm) ofAG 50W-X8 Ho (200-400 mesh) 
and (0.5 x 2 cm) of AG 1-X8 chioride (200-400 mesh) r e i n s  
(Biorad, Mississauga, Canada) equilibrated and eluted with 
distilled water. The solution obtained (-10 ml) was evapo- 
rated CO dryness (Virtis Research Equipment. New York. NY). 
The average percent recovery of glucose was 86 2 3%. The 
eluate was then combusted for 60 min a t  400°C In the 
presence of copper oxide (20 mg). and the COz recovered was 
analyzed by m a s  spectrometry. This procedure was valfdated 
by Wolfe et al. (40) and yielded similar vatues of [13C]glucose 
enrichment than thwe obtained by gas chromatography- 
mass spectrometry or by the more specific isolation of glucose 
by crystaltization as potassium gluconate. We have also 
observed that the material obtained after evaporation is not 
significantly contarninated by non-glucose carbons (29). 

Measurernents of '3C/I2C in expired CO2 and CO2 h m  
combustion of glucase extracteci fiam the plasma were per- 
formed by m a s  spectrometry (Prism, VG, Manchester, UK) 
after cryodistillation, as previously describeci (1). The isotopic 
composition was expresseci in Wif5erence by cornparison 
with the PDB-1 Chicago standard 

where RpI and Ktd are the IW1tC ratio fn the sample and 
standard (1.12372%). respectfvely (7). 

Protein &dation was comwted h m  the estimateci arnwnt 

?O 1 
for the volume of O2 and CO2 corresponding to protein 
oxidation (1 .O10 and 0.843 Vg. respectively) 

F,, = -1.7012 vc4 + 1.6946 V% (3 
with mass in gram and volume in liters (-D). The contribu- 
tion of the oxidation of the various substrates to the energy 
yield was cornputeci from their respective energy potential a t  
37°C (3.87, 9.75, and 4.704 kcaUg for carbohydrate. fat. and 
proteins. respectively (2 1.3011. 

The oxidation rate of exogenous glucose (Ge,. in g/min) was 
computed as foltows (31) 

:vhcrc hL iS in lftcis S ~ > C  pi mimie.  h, is ïhe '?C;!T 
observed in expired C02, R,r is the W 1 2 C  in exuired CO7 at 

- - - - -  

rest before exercise. &,., k the iW12C in thé artificially 
Iabeled exogenous glucose ingesteci. k1 (0.7426 V g )  is the 
volume of CO2 provided by the complete oxidation of glucose 
(3 1). and k2 is the fiactional recovery a t  the mouth of the COz 
produced in tissues [0.8 and 1.0 at rest and exercise. respec- 
dvely (3, 27) 1. Because of the presence of a large bicarbonate 
pool in the body. the 1Wi2C in expired COz only çlowly 
equilibrates with I3C/l2C in the COz produced in the tissues 
(27). particularly a t  rest, because of the small volume of CO2 
produced. To take into account this delay between 13C02 
production in the tissues and a t  the mouth. the above 
computations were only made during the last hour of the 
obsewatfon periods. both a t  rest and during exercfse. 

Based on the isotopic composition of plasma glucose R,J. 
the percentage of plasma glucose derived from exogenous 
glucose (F,) and the oxidation rate of blood-borne glucose 
(Gbw) (1 1) were computed as follows 

and 

where IS the isotopic composition of plasma gfucose 
observed before ingestion of fabeled glucose. These values 
were not signfficantly difkrent fmm each other and not 
significantly m e r e n t  h m  Rmc (see Fig. 1. A and B).  The 
amuunt of glucose oxidized that was derived from glycogen in 
perip heral tissues (mainl y muscle giycogen du ring exercise) . 
either directly or through the lactate shuttle. was computed 
as the dwerence between the total amount of glucose oxidized 
(Cta, Eq. 1) and the amount of plasma g l u m e  oxidized 
(Cbbodr Eq. 5). Finaliy, the amount of glucose released from 
the Liver that was oxidized was estirnateci as the difference 
berneen GbW and CI, 

Statistfcs. Data are presented as meam r SE. The main 
effects of  tîme and training statu as well as time-training 
statu interactions were tested by repeaced-measures analy- 
sis of variance (Statistica package). Newman-Keuls post hoc 
tests were us4  to idendfy the location of significant difFer- 
ences (P s 0.05) when the analysis of variance yietded a 
significant F-rado. 

of urea exmted  during the' exercise perlod (neglectlng the 
small changes in dasrna urea concentration). talcin* h m  observadom at labeled glucose - - was in- 
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values were reached during the last hour of the 180-min 
observation period (average values over the last hour. 
- 1.0 2 0.9 vs. -5.3 i 1.5%0 613C PDB-1) (Fig. I A). The 
progressive enrichment of plasma glucose was similar 
in both groups. However. over the last hour of the 
observatgn period. the average value was slightly but 
significantly lower in trained vs. sedentary subjects 
(29.8 1: 1.8 vs. 34.6 1.% SI3C PDB-1). Accordingly, 
the percentage of plasma glucose derived from ingested 
glucose was slightly but significantly lower in trained 
subjects (65 2 2 vs. 71 2 1% in sedentary subjects) 
(Fig. 1B). 

Over the last hour of the 3-h observation period a t  
rest. the amounts of proteins, fatty acids, and glucose 
oxidized were similar in trained and sedentary subjects 
and contributed 12.24-34, and 64-54% ta the energy 
yield. respectively (Fig. 2). In contrast. the amounts of 
exogenous glucose and of glucose derived from the liver 
(and. thus, the total amount of plasma glucose that was 
oxidized) were significantly higher in trained than in 
sedentary subjects. 

Changes in plasma glucose and insulin concentra- 
tions during the 180-min observation period are de- 
picted in Fig. 3. The peak plasma glucose concentration 
was higher and was reached later in sedentary than in 

6 
Proteln Fatty add Glucose 

Fig. 2- Totai energy suistrate addation (A) and gfucose oxldation (B) 

O 
owr the last hour of 180-mfn observation perlai after glucose 
ingestion at rest. Exo. wogenous: Perlph, perfphery. Values are 
means z SE: 4stgnificantiy cflnerent from sedentary subjects (P S 
0.05). 
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trained subjects, and the response of plasma insulin 
concentration was also markedly higher. although these 
differences did not reach statistical signifkance. How- 
ever, the areas cornputed under the curve of plasma 
glucose and insuiin concentrations were signikantly 
larger in sedentary than in trained subjects (Fig. 3). 
Observations during exercjse. For the same relative 

workload (68 -i, 3 and 68 r 4% Vo2- in trained and 
sedentary subjects. respectively) , the mechanical power 
output and Vo2 were significantly higher in trained 
than in sedentary subjects (226 2 3 vs- 140 r 5 W and 
3. I3 z 0.12 vs. 2.35 = 0.09 Vmin. respectively). When 
the subjects were working a t  the same workioad ( I  40  r: 
5 W). the Vo2 was not significantty different in the two 
goups 12.20 z 0.08 and 2.35 r 0.09 \/min for train4 
and sedentary subjects, respectively). 

Over the last hour of the 90-min exercise period. the 
amount of proteins oxidized was not significantly differ- 
ent in the three experimental conditions (6.0 r 0.6 and 
9.8 5 1.3 g in trained subjects at  68 and 47% Vo2-; 
6.9 2 0.9 g in sedentary subjects at 68% VoZmax) (Fig. 4). 
The contribution of protein oxidation to the energy 
yield remained smail and was not significantly differ- 
ent in the three experimental conditions (3_7%). 

For the same reIative workload (68% V o 2 A .  the 
amounts of glucose and fatty acids oxidized wece consis- 
tentIy higher in trained than in sedentary subjects 
(Fig. 4). However, glucose and fatty acid oxidation 
levels wece simiiar in trained and sedentary subjects 
when expressed as percentage of the total energy yield 
(glucose: 56 = 3 vs. 58 = 2%; fatty acids: 4 1 r 3 vs. 37 = 
2% for trained and sedentary subjects. respectively). 

Focthe same absolute workload (140 I 5 W or 47 and 
68% Va2- in trained and sedentary subjects, respec- 
dvely), the arnount of glucose oxidized was slightly 
lower in trained subjects. but the difference did not 
reach statistical significance (Fig, 4). The oxidatian of 
fatty acids was simiiar in the two groups. The conulbu- 
tions of glucose (53 +r 2 vs. 58 2 2%) and fatty acid 
oxidation (40 2 2 vs. 37 2 2%) to the energy yield were 
also similar in trained and sedentary su bjects, respec- 
dveiy. 

Compared with the values observed in sedentary 
subjects (33.6 t 1.2 g) . the amount of exogenous glucose 
oxidized over the last hour of exercise was significantly 
higher in trained subjects a t  the same relative (44.4 2 
1.8 g) and absolute workloads (39.0 ' 1.8 g) (Fig. 4). 
The contribution of exogenous glucose oxidadon to the 
energy yield was similar in trained and sedentaq 
subjects for the same relative workload (17.9 c 0.6 and 
18.0 2 0.3%. respectively) and significantly higher in 
aalned subjects for the same ahsolute workload (22.5 5 
1.2 vs. 18.0 2 0.3%). 

The percentage of plasma glucose arising fmm exog- 
enous glucose. computed h m  13C enrichment of plasma 
glucose. progressively rose h m  -30% at 15 min before 
exerdse to -60-75% during the l a s  30 min of exercise 
(Fig. ID). These values were significantly higher in 
trained than in sedentary subjects at rest before exer- 
dse (33 vs. 26% at 15 min before exerdse) as well as at 
the same relative and absolute workloads (70-74 vs. 
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FIq. 3. Plasma gIucose (A) and tnsulln (B)  responses 1 I I 

and area under curves (AU. arbltrary unlts) after 
glucose ingestion at rest Ln taincd and sedentary B 
subJects. Values are means r SE: 4signfficantfy dîffer- 
ent from sedencary su bjects (P s 0.05). 
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62% over the last 30 min of exercise). For the same 
relative workioad. the amount of liver glucose oxidized 
over the last hour of exercise was simflar in trained and 
in sedentary subjects (22.2 r 3.0 vs. 24.0 + 1.8 g). 
whereas it was slightly but not significantly lower in 
trained subjects for the same absolute workload (16.8 2 
2.4 vs. 24.0 2 1.8 g. P = 0.1) (Fig. 4). For the sarne 
absulute workload. the amount of glucose arising from 
muscle glycogen that was oxidized over the last hour of 
exercise was significantly lower in trained (36.0 2 
3 .O g) than in sedentary subjeas (5 1 .O 2 5.4 g) (Fig. 4). 
For the same relative workload. a much higher amaunt 
was oxidized in trained subfeeu (73.8 2 7.2 g). 

Changes in plasma glucose. lactate. glycerol. free 
f a q  acid, and insuiin concentrations are shown in 
Ffg. 5. After a transient increase in response to glucose 
ingestion before exercise. plasma glucose and insulin 
concentrations feu at  the onset of exerdse and then 
stabihed around finsulin) or slightiy above (glucose) 
basal values. No significant change in plasma lactate 
concentration was observecl in respoqse to exerdse in 
trained subjects both at 68 and 47% V&2-, whereas a 
siflcant increase was observeci in sedentary sub- 
fects. Plasma gIycerol concentration incre.ed over 
basal values in response to exercîse at 68% Va,, in 
both gtoups. In contrast. plasma free fatty acid concen- 
tration only increased in sedentary subjects exercfsing 
at 68% VQ-, 

O 30 60 90 120 150 Iôû 

(dn) 

DISCUSSION 

Results from the present experiment indicate that. 
compared with sedentary subjects. exogenous glucose 
was oxidized a t  a higher rate both at rest and at 
exercise performed at the sanie relative and absolute 
workloads in nained subjects. After ingestion of 100 g 
of 13C-labeled glucose. compared with sedentary sub- 
jects. the amount of exogenous glucose oxidized over 
the last hour of the observation period was 25% higher 
at rest (8.4 + 0.3 vs. 6.6 2 0.8. g). 32% higher for 
the same relative workload (68% Vo2-: 44.4 2 1.8 vs. 
33.6 5 1.2 g). and 16% higher for the same absolute 
workioad (140 W or 47 vs. 68% Vo2-: 39.0 5 1.8 us. 
33.6 i 1.2 g) In trained subjects. 

In the present experîment. compared with sedentary 
subjects, the response of plasma glucose and insuiin 
concentrations after glucose ingestion at rest were 
lower in trained subjects. This phenornenon has ai- 
ready been shown, for example. by Lohman et al. (22) 
and Seals e t  al. (38) during an arai glucose tolerance 
test. Results fmm studfes using euglycemic-hyperinsu- 
hernic damp techniques indicate that this is due to an 
increased sensitivity and responsiveness to insulin in 
trained vs. untrained subjects (25.36) or after training 
(9). Data fmm Dela e t  ai. (9) obtained at the h stage 
of a three-step hyperinsuiinemic-euglycernic clamp 
(plasma insuiin concentration = 387 pmoYI, which is 
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Glucose 

flg. 4. Total energy substrate &dation (A). glucose oxiâation (B). 
and bld-borne giucose oxidation (O over the last hour of 90-mln 
exercise perfomed at same relative (68% and ahsulute 
workioads (1 40 W 47 m. 68% Vemu for a-alned and sedentary 
subjeas. respectiwiy) In train4 and sedentary subfects. Values are 
means z SE: signlricanrly ciifferen t frorn sede-ntary subJects: si gnffi- 
cady  different fmm ualned subjects at 47% Vq, (PS 0.05). 

comparable to the values obsewed in the present 
experiment after glucose ingestion a t  rest) indicate 
that the hcreased sensitivity to insulin in a ttained leg 
was associated with a higher glycogen storage and 
lactate release and &th an fncreased carbohydrate 
oxidation compared w i t h  the untrained contralaterd 
leg. 

204 
The metabolic fate of exogenous giucose adminis- 

tered at rest has k e n  described by several authors. 
When LOO g of glucose are ingested. the contribution of 
exogenous glucose to the energy yield ranges between 
19 and 27% in nonobese subjects (15, 26, 27.34). with 
values significantly lower in obese subjects with a poor 
glucose tolerance (1 4%) (34). The effect of training an 
the oxidative fate of an oral glucose load at rest has only 
been described by Krzentowski et al, (18). In this 
longitudinal study, subjects underwent an oral glucose 
tolerance test (100 g of naturally labeled glucose) before 
and after 6 wk of moderate exercise training (1 h of 
cycling, 5 daydwk. 30-40% Vo2&. The amount of 
exogenous glucose oxfdized during the 7-h observation 
period was not significantly modified (35.9 2 2.1 vs. 
37.4 2 2.0 g/7 h before and after training. respecriveiy) . 
contributing 27% to the energy yieid. 

In the present experiment. the average contribution 
of exogenous glucose oxidation to the energy yield at 
rest was 22.4 i 2.2% in sedentary subjects. but 28.1 
1.1% in trained subjects. with a better glucose tolerance 
and both lower plasma glucose and insulin responses to 
the glucose load. This better disposal of exogenous 
glucose was associated with a higher oxidadon rate of 
both plasma (-35%) and exogenous glucose (-25%). 
These findings are in line wlth data from Dela et ai. (9) 
observed at  the first stage of a hyperlnsulinemic- 
euglycernic clamp. indicating that giucose uptake and 
oxidation across the trained leg were -35% and -30% 
higher. respectively. In the study by Dela et al.. Lt was 
not passible. however. to distinguish between the sources 
of glucose oddized: blood-borne glucose vs. muscle 
glycogen. Results from the present study indicate that 
the oxidadon of bload-borne glucose is actually favored 
in trained subjects. This phenornenon could in part 
contribute to the better disposal of an oral glucose load. 
The Mgher orddation rate of exogenous glucose ob- 

served in the present experiment was associated with a 
slightly lower enrichment of plasma glucose in trained 
subjects. This could indicate that glucose released from 
the liver was reduced in a lesser extent after glucose 
ingestion. No data are presently avaiiable to support 
this suggestion on the effect of training on plasma 
glucose kinetics at rest during an oral glucose chai- 
lerige. In the present experiment. the oxidadon rate of 
liver glucose was much higher in trained than in 
sedentary subjects. However, iiver glucose oxidation 
could not parallel Uver glucose output because of pos- 
sible changes in nonoxidative glucose disposal. 

In the longitudinai study by Krzentowski et ai. (1 7). 
the oxidation of an oral load of 100 g of [13Clglucose was 
measured over a 90-rniq exerdse bout performed at 
40% of the pretraining Ve, (1.3 ilmin). More and 
after training. As esdmated h m  their Ffg. 4 reporteci. 
the average oxidadon rate of exogenous glucose over 
the exercise period was - 1 0% higher &et than before 
training (-0.33 vs. 0.29 g/min). with exogenous glucose 
contributing -18 and -22% to the energy yield. before 
and after training, respectively. Jeukendxup et al. (16) 
have recently measured the oxidation of giucose in- 
gested during exerdse in train& and sedentary sub- 
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Flg. 5. Plasma glucose (A) .  insulin (8. lac- 
tate (C). glycemi (0. and free fatty acfd (O 
concentrations a t  rest and during exercise 
perfonned a t  same relattve and absolute work- 
loads in mined and sedentary subJem: exer. 
clse started at rime O. Values are means = SE: 
4slgnificantly different from sedentary sub 
jects: bstgnlficantly dlfferent from mined sub- 
j ~ t s  at 47% V02rnu ( P  5 0.05). 

jects. In this study, subjects performed a 120-min bout 
of cycling a t  50% of me maximal mechanical power 
output (-50 and -63% Vo2, in trained and sedentary 
subjects, respectiveIy) whtle ingesting IO0 g of giucose 
naturally enriched in 13C. During the last hour of 
exerdse. although the dilference did not reach statisti- 
cal sisnificance, the oxîdation rate of exogenous glucose 
was dso -10% higher in trciined than in sedentary 
subjects. 

Results from the present experiment, observeci at 
similar absolute and relative workioads in trained and 
sedentary subjects. are in Une with the early Nidings 
by Knentowski et al. (1 8) and the more ment findings 
by Jeukendmp et al. (16). Over the last hour of the 
90-min exercise, the average rate of exogenous glucose 

was higher in trained subjects for the same relative 
(0.74 r 0.04 vs. 0.56 2 0.02 gfmin in sedentary sub- 
jects) and absolute workioads (0.65 2 0.04 vs. 0.56 
0.02 ghin in sedentary subjects). Previous work from 
Our laboratory (23) as weii as from Pirnay et al. (33) and 
an analysis of data in literature (29) indicate that the 
oxidation rate of exogenous glucose during exercise 
inmases with workload and energy expenditure and, 
for 6 lm-g load. averages -0.45 g h i n  and 0.65 g/min 
for Voz = 2.2 and 3.1 Ymin respectively. contributing - 17% to the energy field (29). In the present experi- 
ment. for a given relative workioad (68% V e A .  the 
higher oxidation rate of exogenous glucose observed in 
trained subjects can thus be explained by a 60% higher 
workload (226 2 3 vs. 140 r 5 W and 3.13 2 0.12 
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vs. 2.35 0.09 1 02/min). In fact, the contribution of REFERENCES 
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sirnilar in both groups (17.9 C 0.7 VS. 18.0 0.3% for Hfllaire-Marcet Respective oxidation of exogenous glucose and 
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Dela et al, (10) showed t h a t  training increases the Holloszy. Endurance training decreases plasma glucose mm- 
capacity of skeletal muscle to take up plasma giucose 
under the combined stimulation of a large dose of 
insulin fp!asma insulin concentration: 18.500 pmoyl) 
and exercise. However, when plasma insulin rernains 
in a physiological range. glucose uptake during exercise 
appeared similar in a trained and untrained kg  (12.37). 
Furthemore. consistent observations (4, 5, 24. 32) 
show that whole body glucose turnover and utilization 
for a given absolute workload are actually lower in 
trained than In sedentary subjects. thus resulting in a 
significant sparing of liver glycogen stores (5). Results 
from the present experiment are in Iine with these 
findings and indicate that ghcose from the liver was 
oxidized t a  a lesser extent in trained than in sedentary 
subjects, even when cornparatively large amounts of 
glucose were ingested during exercise. Indeed, the 
higher oxidation rate of exogenous glucose observed for 
a given absolute workload in trained vs. sede~tary 
subjects was not associated with a higher oxidation 
rate of plasma glucose, which was similar in both 
groups (0.97 2 0.03 vs. 0.95 i 0.08 @min in trained and 
sedentary subjects. respectively). Accordingly, the aver- 
age oxidation rate of glucose released from the Uver was 
43% lower in trained subjects for a given absolute 
workload (aithough this did not reach stadsticd signin- 
cance: P = 0.1). As expcted (6). the oxidation rate of 
muscle glycogen was significantiy (4 1 %) lower. For the 
same relative workload, despite a much higher energy 
expenditure and a much higher rate of fatty acid 
(+45%) and muscle glycogen oxidation (+44%), the 
oxidation rate of glucose from the Uver was similar in 
both groups (0.37 2 0.05 vs. 0.40 2 0.03 gimin in 
trained and sedentary su bjects, respectively) . 

Taken together, these data indicate that when train& 
su bjects are fed comparatively large amounts of glucose 
during exercise, the oxidation of exogenous glucose is 
selectively favored. This phenomenon results in a Iower 
oxidation rate of glucose fmrn the Uver and could aiso 
contribute to the lower oxidation rate of glucose fmrn 
muscle glycogen. 

This smdy was supporteci by grants h m  the Narurai Science and 
Engineering Researrh CoundI of Canada. h m  the Fonds pour la 
Formation de Chercheurs e t  l'Aide la Recherche du Q u é k .  and 
from the Centre de Recherche en Géodiimie isotopique et en 
Gëochrunologie. Université du Québec in Montreal. 

Address for reprint requests: F. P6ronnet. Département de EUnésb 
ologie. Université de MonMai. CP 6 128-Centre-ville, Montmiai. PQ, 
Canada H3C 357 (E-mail: pem~etQ?ere.umonaeai.ca)~ 

over and oxidation during moderate-intensity exerc-k in men. J. 
.-lppl. Ph-ysiol. 68: 990-996, 1 990. 

5. Coggan k R. S. C. Swanson L. k Mendenhall. D. L. 
Xabmh, and C. L. K i e n  Wect O C  endurance tratnhg on 
heparfc glycogenolysis and gluconeogenesis during prolonged 
exercise tn men, Am. J. Phystol. 268 (Endr>rrinol. .Clefab. 31 ) :  
E375-E383,1995. 

6. Co- A. R, and B. D. Williams. Metabolic adaptations CO 

endurance training: subsuate metabolism during exerclse. In: 
Euerrlse ~Uerabolism. edited by M. Hargreaves. Champalgn. IL: 
Human Klnetics. 1995. p. 183. 

7. Craig, H. The geochernlstry of stabte Isotopes. Geodiim. C m -  
chim. A m  3: 53-92.1953. 

8. Dela, F. On the Influence of physkai training on glucose homeo- 
stasis. Acra Physiol. Scand. 158, Suppl. 635: 2-41. 1996. 

9. Dela  F.. K. J. MUdnes, M. Von Llnstow, N. H. Secher, and H. 
Galbo. E f k t  of training on insulin-mediated glucose uptake in 
human musde. h. J Physlol. 263 (Endoalnol. Merab. 26): 
E1134-E1143. 1992. 

10. Dela, F.. K. 3. Mikines, B. Sonne, and If. Galbo. Ufect of 
training on [nteraction benmen insulin and exercise Ln human 
muscle. J. Appl. Ph.ystol. 76: 2386-2393. 1994. 

1 1. Derman, K. D., J. A. Hawtey, T. D. Noakes, and S. C. Dennis. 
Fuel kinetfcs during intense runnlrig and cycling when fed 
carbohydrate. EUE J. & p l .  Ph-vsfol. 74: 36-43. 1996. 

12. Henriksson. J. Tralnfng-induced adaptation of skeletal muscle 
and metabolism durfng submaximal exercise. J. Physiol. (Lund.) 
270: 66 1-675.1977. 

13. H m ,  RA,Y.M.Yu,D.AWagner, J.F.Burke,andV.R 
Young. Recovery of ln breath from NaHW03 infused by gut 
and v e k  effea of feeding. Am. J. Physiol. 257 (Endocrinol. 
M ~ a b .  20): E426-E438.1989. 

14. Hollosy, J. 0.. and E. E Coyle. Adaptadons of skeletal muscle 
to endurance exercise and thelr metabollc consequences. I. Appl. 
Physfol. 56: 83 t -838.1984. 

15. Jandraih B, G. Krtentowski. F. Pirnay. F. hiosora. M. 
Laaoix, A LuycJa. and P. Lefêbvre. Metabollc avai1abUity of 
glucose ingesteci 3 h before prolonged exerclse in humans. J. 
Appl. Physfat. 56: 1314- l319.1984. 

16. Jeuk~drup, A. E.. M. Mensink, W. Ho M. Sarfs. and A. J. M. 
Wagenmakers. Emgenous glucose oxldation during exetcise ln 
endurance trained and unvatned subjects. J. Appl. Physiol. 82: 
835-840.1997- 

17. KrzentOWJki, G.. F. Pirnay, A S. Luyckn M. Lamix, F. 
Masora, and P. J. tefebvre. Effect of physicd training on 
uüitzation of a glucose Ioad given orally during exercise. ..lm. 3. 
PhjdoL 246 (Endoaino!. Metab. 9): E4 12-E4 17.1984. 

18. KrzentowsW. G., F. Pirnay, k S. LuycJa. F. M o s o t a  and 
P. J. tefebvre. ET" of physicai œaining on the &dation of an 
ord glucose load at rest: a nawraliy labeled L3C-giucose smdy. 
DiabetesMetab. 9: 112-115.1983. 
Lefèbvre, P. JO Fmm plant physfoIagy to human metabollc 
investigations. DiaktoIogra 28: 255 -263.198S. 
Lemon. W. R, and JI P. Muilin, Efféct of initial muscle 
giycogen ieveis on protein cataboiism during exercise. Ji ilppl. 
Physl01.48: 624 -629.1980- 
Ltwsq, G, and M. EUa Estimation of energy expenditure, net 
Garbahydtate utllizadan. and net fat oxidathn and synthesis bv 

Received 16 March 1998: accepteci in final fonn 31 August 1998. indirt;i c a l o h e a y  cvalutlan of m r s  with special &rence & 



60 ['3CIGLL'COSE OXIDATION DURLNG EXERCISE: TtWLhED VS. SEDE.WARY 

207 
the detaiied composition of fueb. .-lm. /. Clin. ~Vutr. 47: 608-628, 32. F W p s ,  S. M.. H. J. Green. M. A. Tarnopalsky, C. J. F. 
1988. Heigenhauser. R E. W. and S. M. Grant. Effecu of training 

22- Lo- D-. F. Lieb@3ld. Heihana H- Singer* and duration on suhstrate turnover and oxidation during exercbe. J.  
Pohl- Diminished tnsulfn response ln highly uained ametes. .+pl. Ph-ysiol. 8 1 : 2 182 - 2 19 1. 1996. 
hferab. Clin. Ekp. 27: 521 -524. 1978. 33. PLrnay. F.. A J. Scheen. J. F. Gautier, M. Lacroix. F. 

23. Massicotte, D.. F. Pémn.net, E. Adop, G. R Biisson. and C. Mosora. and P. J. Lefèbvre, Exagenous glucose oxidation 
HUQireMarceL Of rnetabo['c rate On oxldatiOn Of durlng exercise Ln relation ro the power output. Inr. J. Spom ingested glucose and fructose during exercise. Inr. /. Spom Med. 
15: 177-180.1991. rWd- 16: 456-460.1995. 

24. Mendenhall. L. A.. S. C. Swuuon. D. L Hab& and A R 34- Doune'* Achema P. M. J. 
Coggan. Ten days of exercise valning reduces glucose produc- Amaud. and E. Jéquier. Carbohydrace utflizatfon in obese 
rion and uttlizatton during moderate intensiry exerçise. Am. J. subJec" an laad Of lW g naturali~-labclled (''Cl 
Physiol. 266 (Endmnol. Merab. 29): E136-E143.1994. glucose. BI: J. ~Vurr. 43: 28 1-288. 1980. 

25. Mikines, K. J.. B. Sonne, P. A. Farrell. B. Tronier, and H. 35. Robergs- R A. and S- 0- Robe-. fierri* Ph-miology. St 
Gabo. Enect of ualnlng on die dose-response relatfonship for Louis. MO: Mosby. 1997. p. 532. 
l ~ u i i n  actfon In men. J. rlppl. Ph.vsioI.66: 695-703. 1989. 36. Rasenthal, M.. W. L. HaskeU. R Solomon A. Widstrom. and 

26. Mosora, F., P. Lefebvre. F. Pirnay. U Lacrolx. A. Luyckx. C. M. Reaven Demonsuation of a relationship benveen level of 
and J. Duchesne. Quantitative evaluatlon of che oxidatlon of an physlcal ualnlng and insulin-stimulated glucose utiiizatlon in 
exogenous giucase ioad usmg naturaily iabeled 8'C-giucose. normal humans. Diaberes 32: 408 -4 1 1 .  1983. 
Merabolism 25: 1575 - 1582. 1976. 37. Saltin. B.. K. Nazar, D. L. Costiiï. E. Stein. E Jaruson. B. 

27. ptlllf<aral<Lr. N.. N. SphlrL.. and P. LeRbvre.  Influence of me Euen. and P. D. -Md<. The mture of the cmning mspanîe: 
bicarbonate poal On occurence In exhaleci Eur: perlpheral and centrai adapmtlons co one-legged exerclse. Acta 
Appl. Physiol. 63: 179- 183. 199 1. Physial- Scand. 96: 289-305. 1976. 

28- Peromet* '** E* Adopo. Do MpuieoRe* and 38- Seais. D. R.. J. M. Hagberg. W. K. men. B. F. Hurley, G. P. Marcel. Emgenous suhscrace oxidation during exercise: snidles Dalskyw A A Uunnl. uid ,. O. Houmry. tolerance In using iMrapic labeiing' In'. ' S- 13: SL23-s 12'' 1992. young and alder =Metes and =dencary men J .qpp/- Pmo, .  29. Pbromet. F., Y. Budie. D. Massicotte. C. Lavoie, and C. 
Hillaire-Marcel. Respective oxidatlon OP I3C-labeled lactate and 56: 1521 - 1525, 1984. 
glucose ingesteci slmultaneowly during excrrhe. J. Appl. Physfol. 39. Tokuyam4 K. Y, H1gal<i J* Fdt-* A Kiyonaga 
82: 440-146, 1997. Tanaka M. Shhdo. M. Fukushima, Y. Nakd, H. Imura. 1. 

30. Péronnet. E, and D. Massicotte. Table of non proteln respira- Nagata. and A. Taniguchi Lnuavenous glucose to1erance 
tory quatienc an update. Can. J. Spon Sci. 16: 23- 29. 199 1.  test-derived glucose effectlveness in physlcaily trained humans. 

31. Pémnnet, F.. D. Massicotte, C. Hiiiaire-Marcel. and G. Am. J. Physïol. 265 (Endoajnol. Merab. 28): E298-€303. 1993. 
Brisson. Use of 13C-subsuates for mecaboiic studtes in exercise: 40. Wolfe. R. R. J. R W p ,  and J. E Burke. Glucase metaboi ism 
mechodological consideratlons. I. Appl. Phpol. 69: 1047- 1052. In man: responses to Incravenous glucase fnfuslon. ,Cferabolism 
1990. 28: 210-220. 1979. 



.4 Mechanisms of increased gluconeogenesis from alanine in rat isolated 

hepatocytes after endurance training. 



Mechanisms of increased gluconeogenesis from alanine 
in rat isolated hepatocytes after endurance training 

Y. BL'RELLE.~ C. FILLIPI.~ F. PERONNET.~ AND X .  LE VERVE^ 
' Département de Kinésiologie. ULlniversité de Mon rréal, Montreal, 
Quebec. Canada H3C 3J7: and 2Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale 
er Appliquée. Université Jmeph Fourier; 38041 Grenoble. France 

Burele, Y., C. Flllipi, F. Pt5ronnet. and X. Leverve. 
Mechanisms of increased gluconeogenesis from alanine in rat 
fsolated hepatocytes after endutancc training. An. J: Physiul. 
Endocrinol. Metab. 278: E35-E42. 2000.-This work aimed 
a t  further investigating the rnechanisrns by which liver 
gluconeogenic capacity from alanine ts Improved after train- 
ing in rats. with an  isolateci hepatocyte rnodel. Compared 
with convols in hepatocytes from trained rats incubated with 
gluconeogenic precursors (20 mM). the glucogenic flux 
[JBt& was increased by 64% from alanine (vs. 21% for 
glycerol, 1896 for lactate-pynivate 10: 1, and 10% for dihydroxy- 
acetone). Maximal intracellular alanine accumulation capac- 
ity was also increased by 50%. Further experiments con- 
ducted on perifused hepatocytes showed that the putative 
adaptation a t  the level of the phosphoenoipyruvate-pyruvate 
cycle, which couId be involved in the increased Jd,, from 
lactate- pymvate. was not involved in the increased Jd,, 
h m  alanine after training. For alanine concentration higher 
than - 1 rnM. an increased flux through alanine aminouans- 
ferase appeared responsfble for the increased J#-. This 
could. in mm, depend on an inmaseci supply of cytosolic 
2-oxoglutarate because of the higher mitochondrial respira- 
tion observed in hepatocytes from trained rats and the 
activation of the makate-aspartate shuttle. At Iower alanine 
concentration. the increase in Jd,  appeared to be entirely 
due to the improved transport capacity. 

p hosp hoenofpyniva te-pyruvate cycle: a fa nine aminouansfer- 
ase: alanine transport: 2-oxoglutarate 

pyruvate. Surnida and Donovan (33) suggested that the 
adaptation of the gluconeogenic pathway to training 
could occur upstrearn of the triose phosphates. possibly 
at the level of the phosphoenolpyruvate-pyruvate cycle. 
However, these authors did not nile out the possibility 
that the increased glucose production observed from 
lactate and alanine could be due to distinct training 
adaptations for each precursor. 

The purpose of the present study was. thus. to 
further hvestigate the effect of training on gluconeo- 
genic capabilities from alanine. in isolated hepatocytes. 
In a first series of experiments. isolated hepatocytes 
from trained and control rats were incubated with 
saturating concentrations of various gluconeogenic pre- 
cursors (lactate-ppvate, glycerol. dihydroxyacetone. 
and alanine). Results From these experiments showed 
that training signlficantly increased maximai gluconeo- 
genic flux from every substrate tested. particularly 
from alanine. Alanine transport capacity was then 
assessed in hcubated hepatocytes, and the perFfusion 
technique was used to identify the step(s) involved in 
the training activation of gluconeogenesis from d a -  
nine. Results from these experiments suggest that 
training-induced increase In gluconeogenesis from ala- 
nine is due to both increased transport and transamina- 
don into pyruvate. 

ENDURANCE TRA~N~NG results in a better maintenance of 
blood glucose level during prolonged exercise, both in 
humans (9, 22, 28) and rats (11, 36). In vivo studies 
conducted in rats by Turcotte and Brooks (36) and by 
Donovan and Sumida (1 1) indicate that this is due to an 
elevated iiver glucose production ambutab le  to a 
higher rate of gluconeogenesis. Results h m  studies 
conducted on perked  iiver (10, 33, 34) and incubated 
liver suces (31) from rat have. in fact. reported in- 
creases in maximal gluconeogenic flux fmm lactate (3 1. 
34) and alanine (33) after endurance training- In 
contrast. no si@cant changes were observed with 
dihydroxyacetone as substrate (33). Because alanine 
and lactate both enter giuconeugenesis at the level of 

- - - -  

The k a  of publication of thh artide mre defrayeci in part by the 
payment of page charges. The artfcle must thecefore be hereby 
marked "advertfsemenf in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 
solely to indkate this fact 

Animal care and minhg program. The studies were 
conducted on male Wistar rats (initial weight. -180 g). 
Animais were housed in pairs in a room wfth a 1212-h 
Iight-dark cycle and were fed regular rodent lab chow with 
water ad libitum. 

Trained animais swam in pairs in c imla r  tanks (90 cm in 
diameter, filled to a depth of -6û cm with water at 3 5 T  
agitateci with compressed air) 5 daysiwk for a period of 4 wk. 
Swimrning duradon was progressively increased from 30 min 
during the first week to 2 10 min during the fourth week. Data 
h m  Taguchi et ai. (35) indicate that thfs swimming protocot 
results in signfficant training adaptations. os evidenced. for 
example. by a 25-30% increase in succinate dehydrogenase 
aafvity in the extensor digitonim tongus and the deep portion 
of the vastus laterdis. Control animal5 were handled dally 
and were placed in water (35°C) for 10 min 5 dayhk. 

isolation of hepatocytes. OObservadons were perforrned 72 h 
after the last training session, after a 16-h fast- The rats were 
anesthetized wtth sodfum pentobarbitate (10 rng/100 g body 
WC ip), and the hepatocytes were tsaiateâ according to the 
methcd of Berry and Friend (5) as modified by Groen et al. 
(17). Brtefiy. the portal vein was cannulated. and a 2-min 
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antemgrade perfusion with CaZ--free Krebs-Ringer bfcarbon- 
ate buffer (25 mifmin; 37°C. pH = 7.4. continuously gassed 
with 95% 02-5% CO2) was performed to remove biood h m  
the liver. A 10-min retrograde perfusion (25 ml/min) through 
the posterior vena cava was started with the same perfusion 
medium- Subsequently, a recirculating perfusion was per- 
formed (20 min a t  40 mumin) with 100 ml Krebs-Ringer 
medium supptemented with 0.25 mglm1 collagenase (type N, 
Sigma. St. Louis. MO). The liver was then nit and shaken in 
the perfusion medium for 2 min under constant gassing (95% 
02-5% Cod. Finally. the cell suspension was filtered through 
nylon gauze (pore size. 120 pm). washed twice with Krebs- 
Ringer bicarbonate buffer containing 1.6 mM Ca2-. and then 
washed for a third tirne with the same buffer supptemented 
with 1% BSA. 

Incubation in cl& vials. Liver cells (fuial concentration 
10 mg dry cells/ml) were incubated in closed vials for 45 min 
in 2.8 ml Krebs-Ringer bicarbonate buffer (in mM: 120 NaCI. 
4.8 KCl. 1.2 KH2P04, 1.2 MgSO4. 24 NaHC03, and 2.4 CaZ-. 
pH = 7.4) sanirated with 95% 02-5% COz and rnaintained a t  
37°C. Incubations were performed with either no exogenous 
substrate or the following gluconeogenic precursors in saturat- 
ing concentrations: alanine (20 mm. lactate-pymvate (20-2 
mm,  dihydmxyacetone (Dm. 20 mm. or glyceml (20 mM). 
BSA-oleate (2%-2 mM) was added to the incubation medium 
except when glycerol was the substrate because gfuconeogen- 
esis from this precursor is entirely controlled by the redox 
potential (6.25. 39). Every 15 min. 300-pl samples of the ce11 
suspension were taken and depmteinized with HC104 (final 
concentration. 5% rnasdvol).. After centrifugation (2 min, 
14,000 $, the supernatant was removed and neucralized with 
KOH and (21V)-3-(1Vmorpho1lno)pmpanesulfonic acid (0.3 M) 
for subsequent glucose assay. When DHA was the substrate. 
lactate and pyruvate were also assayed, to estimate the flux 
through pymvate kinase (3). 

Alanine uamport ln lncubated heparocytes. Liver cells 
were preincubated during 20 min as described in Incubadon 
in ciased vials, but aminooxyacetate (1 rnM) was added as a 
transaminase inhibitor. At cime 0. alanine (2 mM) was added, 
and sampling of the ceU suspension was performed at  O.S. 1. 
1 S. 4. 7. 10. and 15 min. To measure intra- and extracellular 
alanine concentrations, samples were placed in 1 -5-ml Eppen- 
dorf tubes containing 500 pl of a Ringer solution wtth glucose 
6-phosphate (10 mM). After a 15-s centrifugation a t  10.00 g, 
a 400-pl sample of the supernantant was deproteinfieci with 
WCIOl (final concentration. 5% rnassJvo1) and neutralized. 
The remaining supernatant was dixarded, and the pellet was 
immediately deproteinized with 250 pl HCIOI (10% mass/wl) 
+ 25 mM EDTA After the pellet was resuspended and 
centrifuged, the acid-soluble intracellular content was sepa- 
rated and neutralized. Intra- and emracellular aianine and 
glucose 6-phosphate concentrations were determined fl uori- 
metricatly (Jobin Yvon, Longjumeau, France) as described by 
Bergmeyer (4). The amount o f  giucose &phosphate mcovered 
in the acid-soluble intracellular fhcüon was measured. This 
value was used for computing the volume of exmcellular 
adherent fluid rernaining in the pellet (0.81 2 0.03 mVg dry 
ceils). to correct for contamination by extraceliular alanine. 

Perffision of hepatocytes. Liver ce& were perifused accord- 
ing to the rnethod of van der Meer and Tager (37) modifiecf by 
Groen et al, (17) a s  previowly described (2). Hepatocytgs 
(225-250 mg dry mas) were placed in 15-ml perifiision 
chambers a t  37°C and were perifitsed (5 mYmfn) with a 
condnuausly gassed (95% 02-5% COz) Kiebs-Ringer bfcarbon- 
ate  solution (pH = 7.4) containing 0.2% BSA and 0.2 mM 
oleate. The emeriments were carrieci out in du~licate  in two 

L L U  
perifüsion chambers placed in parallel. At the chamber outiet. 
perifusate O2 content was monitored with Clark elecmdes 
(Yeltow Springs Instruments, Yellow Springs. OH) to assess 
O2 uptake of the hepatoqte suspension. After 40 min. when 
O2 uptake had reached a steady state. aianine was infused 
into the chamber at a constant rate to obtain several succes- 
sive steady States with increasing alanine concentrations 
(0.15.0.30.0.60, 1.2.2.4.4.8. and 9.6 mm. 

A t  each steady state, three samples (5 ml) of the perifusate 
were taken a t  2-min intexvals for subsequent determination 
of glucose. lactate. pyruvate. acetoacetate, and B-hydroxybu- 
tyrate concentrations. Samples were stored a t  4°C and ana- 
Lyzed within 12 h after the end of the experiment. In addition. 
300 pl of the ce11 suspension were sampled from the chamber 
for intra- and exnacellular fractionation as described in 
Alanine transport in incuba r d  hepa r ~ y t e s .  

Finaiiy, anorher 300-pi sampie was removeci for celiuiar 
fractionarion. For this purpose. mitochondrial and cqrtosolic 
spaces were separated with the digitonin hctionation mechod 
descrfbed by Zuurendonk and Tager (42). Briefiy, the ce11 
suspension was placed in a 2.2-ml Eppendorf tube in an 
isotonic medium containing 2 rnM of digitonin (Merck, Lyon. 
France) at 4°C. After 15 S. the tube was centrifugeci for 15 s at 
10.000 g to precipitate rnitochondria through the undettying 
800-pl layer of silicon oil (Waker AR 200. Munich. Germany) 
into 250 pl iiCIOl (10% rnasshrol) + 25 mM EDTA The 
supernatant (700 pl) was immediately rernoved. depmtein- 
ized with HC104 (5% masstvol), and neutralized. 

Glucose 6-phosphate in intra- and extracelIular fractions. 
intracellular alanine, and cytosolic phosphoenolpyruvate and 
3-phosphoglycerate concentrations In neutraified acid-soluble 
cytosolic fraction were measured fluorimetrically (Jobin- 
Yvon) as described by Bergmeyer (4). 

RESULTS 

GIuconeogenesis in isolared incubateci hepacocyres. 
When hepatocytes isolateci fkom trained and controi 
animais were incubated with no substrate or with 
various gluconeogenfc precursors. a linear increase in 
glucose concentration was observed over tirne in the 
incubation medium, as shown in Fig. 1. lefi, for lactate- 
pyruvate and for alanine as examples. The glucose 
accumulation rate (glucose flux or Jsiumu) was signlli- 
cantly hfgher for hepatocytes from trained vs. control 
rats when no gluconeogenic prmrsor was added to the 
cell suspension (endogenous J . 0.93 r 0.13 vs. 
0.44 ic 0.06 prnol- g dry ceI l~ -~yf ; i - l ) .  Much higher 
Jd,  (correcteci for endogenous Jd& was obsewed 
when gluconeogenic precursors were provided to the 
cells (Fig. 1, right). but the significant dmerence be- 
tween tcatned and control groups remained. The larg- 
est ciifferences were observecf with alanine and giycerol 
(64 and 21%. respecdvely, vs. 18% with lactate- 
pyruvate and 10% with DHA). 
When DHA was provided as gluconeogenic precursor. 

lactate-pyruvate concentration was rneasured in the 
incubadon medium. The concentration appeared larger 
with hepatocytes from trained vs. control rats (26.2 2 
4.6 vs. 20.8 2 2.4 pmoVg dry ce& after 45 min), 
aithough the dinerence did not reach statistical signifi- 
came (not shown) . 

EEect of training on aiadne transportrt Figure 2. lefi, 
shows the accumulation of intracelMar aianine over 
time when 2 mM alanine was added to the ceIi suswn- 
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No subst. Ala La+Pyr Glyc DHA 
Time (min! 

sion in the presence of aminooxyacetate. A marked 
accumulation of intracellular alanine was obsemed in 
both experimental groups, which was consistently 
higher in hepatocytes from trained compared with 
control rats throughout the 15-min incubation period. 
Maximal intracellular alanine accumulation was 45% 
higher in hepatocytes from trained rats (163 2 9 vs. 
1 12 2 5 pmoi/g dry cells) . Figure 2. right. shows the plot 
of time/[alanineJ,,,, against iltirne: the x-intercept is 
the time to haif-maximal alanine accumulation ( D A ) ,  

whereas the ratio x-intercept to y-intercept is the 
maximal alanine accumulation (1 4). The Iargest maxi- 
mal alanine accumulation observed in hepatocytes 
from trained rats was associateci with no dlnerence in 
b, (1.33 2 0.03 vs. 1.32 I 0.04 min in trained and 
control groups. respectively) . 

EKect of u-aining on gluconeugenesis fmm alanine 
in pennfusd hepa!ocytes. In the absence of alanine, the 
respiration rate (VoJ of the ce11 suspension. stimulated 
by 0.2 mM oleate. was significantly 15.5% higher in 
hepatocytes from trained vs. control rats (1 1.9 2 0.5 vs. 
10.3 2 0.5 prno1-g dry ce l l~-~. rn in-~:  Fig. 3). With 
increasing alanine concentration. the increase in Vo2 
was slightly Iower in hepatocytes from trained vs. 
control rats, However, over *e endre range of alanine 
concentration. the average Vo2 remaineci significantly 
-8% higher in hepatocytes from trained rats (average 

21 1 
Ffg. 1. Ufect af training an gluconeo- 
genesis h.om various precurson in iso- 
lated Incubatecl hepatocytes. Lefc glu- 
cose a~tumuladon mer 45-mln incubadon 
period in hepatocytes fimm meroi and 
Pafned raa in presence of sacuraclng cm- 
centration of alanine (Ala: 20 mM) and 
lactatepynivace (La W.: 202 M. 
mghc man ducme flux computed h m  
linear acnunuiatim of glucase becween 
15 and 45 min during incubadon with 
vartous precursom ar wtthmt substrates 
(no wht). R e d &  are meam z SE for 
n = 9 in each -p. /a-, @uaoneogenic 
flux D M  dllrydroxyacerone; Glyc. glyc- 
eml. Smtktical cornparisans were made 
with Scudenc's r-test for unpaired 
samoles: 'P 5 0.05 and "P s 0.bO5. 

va2 over the experiment: 14.3 0.4 vs. 13.2 = 0.4 
pmoL g dry celIs - l -  min-' in control rats). 

Figure 4 shows J', (flow rate in the chamber x 
glucose concentration in the perifusate) vs. alanine 
concentration in the medium during perifusion in hepa- 
tocytes from trained and control rats. As already ob- 
served in the incubation experirnents, peffised hepato- 
cytes from trained rats exhibited a higher maximal 
gluconeogenic flux compared with that of control rats: 
1.80 t 0.03 vs. 1.19 z 0.06 pmol-g dry celWL min-' at 
the highest alanine concentration (9.6 mM). The higher 
Jd- in hepatocytes from trained rats was not oniy 
observed a t  saturating danine concentrations but also 
for subsaturating concentrations as low as 0.6 mM. 

The relationships between the concentrations of se- 
lected intermediates. on one hand. and Jdwe. on the 
other hand, in hepatocytes isolated from trained and 
control rats, when perLfUsed with increasing concentra- 
tion of aianirte, are s h o w  in Figure 5. The relationship 
found between cytosolic 3-phosphoglycerate (Fig. 5. top 
Ieft). phosphoenolpyruvate (Fig. 5. top right). and pym- 
vate (Fig. 5. bocrom le@. on one hand. and J', on the 
other hand. were stmilar in hepatocytes from trained 
and control rats, Le., a single relationship between 
J , ,  and the concentration of the given intermediate 
was observed. In addition, over the range of concentra- 
tions of intermediates observed in the present experi- 

Fig. 2. Effecc of mairting on alanine trans- 
part capadey rneasured in lncubated iso- 
lated hepatocytes In presence of aminooxy- 
acecate (AOA). Lefi tnaaceiiular alanine 
accumuladon ([alanine]& over 15-min 
incubation period. R&hc Hanes ploc of 
time/[alantne]- qalnst Ilthe. TLme ro 
haif-maximai aceumuiatîon (lm = x- 
tntercept. Maximal accumu1atfon = x- 
tnterceptlyintercept ResuJts are means 2 
SE for n = 6 in each group. ScatJsticai 
cornparisons were made Wth StudentS 
r-test for unpalred samples : " P S 0.005. 

Time (min) 
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Tirne (min) 
Fig. 3. Oxygen consumption &'oz) of hepatocytes fmm control and 
trained rats at each steady-state (top) durtng perfhtsian with alanine 
at increasing concentrattons (bartom). Resuits are means = SE for 
n = 5 in both groups. T-way ANOVA with repeated measurements 
on I factor shawed chat Vo2 was signlficantly hlgher In hepatocytes 
h m  uained rats ('P s 0.05). 

ment, these relationshfps did not reach a plateau. In 
contrast. when Jdww was plotted against invacellular 
alanine concentration, the relationships were mark- 
edly different for hepatocytes isolated from train4 and 
control rats and both reached a plateau (Fig. 5. botmm 
righr]. For intracellular alanine concentradon higher 
than - 1 pmolfg dry cells (correspondhg to 1.2 mM in 
the medium: Fig. 6. top). Jd,, was markedly and 

0.m I 
O 2 4 8 8 1 0  

Alanine (mM) 

Flg. 4. Effect of vainlng on glucaneogenesis fmm danlrie fn pe!rî- 
fused hepatocytes. Results are means 2 SE for n = 5 Ln each group. 
Statlsilcai compatisans were made wîth Student's t-test for unpaired 
samples. ' P 5 0.05 and " P 5 0.005. 

significantly higher in hepatocytes from trai&d' rats. 
Below this value. the two relationships could not be 
distinguis hed. 

As shown on Fig. 6. [op. intracellular alanine concen- 
tration increased Iinearly from -0.2 to -6.5 pmoYg 
when alanine concentration in the medium was in- 
creased from O t o  9.6 mM. Compared with hepatocytes 
from control rats, intracellular alanine concentration 
was slightiy, but not significantly. lower in hepatocytes 
from trained rats. Figure 6. bottom. shows the relation- 
ship between pymvate and Lntraceilular alanine concen- 
tration. A saturation kinetic was observed in hepato- 
cytes from both expimental groups. However. for a 
given intracellular danine concentration, pyruvate con- 
centration was higher in he~atocytes from tralned 
compared with control rats. 

Table L shows the ratio of NADH to NAD- in the 
cytosol and mitochondria computed. respectively, frorn 
the ratios of lactate to pyruvate and P-hydroxybutyrate 
to acetoacetate in the prifusate (40). These ratios were 
stable over dme during the perifusion. and the data 
have been pooled. The ratios of NADH to NAD- were 
significantly lower in hepatocytes from trained vs. 
control rats, both in the cytosol and mitochondria. The 
ratio of rnitochondrial to cytosolic NADHINAD - was, 
however, two times higher in hepatocytes from trained 
vs. control rats. 

DISCUSSION 

Results frorn the incubation experiments with satu- 
rating substrate concentration show that training sig- 
nfficantly increases gluconeogenic capacity from aia- 
nine (+64%). glycerol (+ 2 1%), lactate-pyruvate (+ 18%). 
and DHA (+ 10%). Apparentiy, no data are available in 
the literature concerning the effect of training on 
gluconeogenic flux from glycerol. In contrast. results 
obtained with danine. DHA. and lactate-pyruvate are 
in accordance with previous reports on the effect of 
training on giuconeogenic capacity (3 1.33.34). Sumida 
and Donovan (33) found that in Uver perfused in situ, 
glucose production from [14C]aianine in saturathg con- 
centration (10 mM) was sigficantly increased by 28% 
after training. They also reported an - 12% increase in 
glucose production frorn 20 rnM DHA, although this 
result did not reach statistfcd significance. As for 
lactate-pymvate. Surnida et al. (34) have reported that 
maximal glucose flux from ["Cl lactate was 23% higher 
in perfused liver from trained rats. The much Iarger 
increases reported by Podolln et al. (31) in üver shces 
fmm middle-aged and old rats incubated with [l4C]Iactate 
(10-2096) muid be due to the Fact that the liver siices 
were incuhted with giumgon and epfnephrine. hdeed. 
aaMng not onty imeases basal gluconeogenic flux but 
&O its response to vartous hormonal factors such as 
norepinephrine (3 1) and glucagon (1 2.13). 
Lactate and alanine both enter the gluconeogenic 

pathway at the level of pyruvate. and Sumida and 
Donovan (33) observed a simiiar 23-28% increase in 
J', from these mo substrates after training. These 
authors, thus. hypottiesfied that these results could 
reflect a comrnon training adaptation for both sub- 
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strates a t  the level of the phosphoenolpyruvate- 
pyruvate cycle. favoring pymvate phosphorylation. 
However. they did not exclude the possibiiity that the 
results for lactate and alanine arose from spetific 
adaptations for each substrate. Indeed, the observation 
made in the present study. that training increases the 
gluconeogenic capacity from various precursors that 
enter gluconeogenesis a t  very different levels, suggests 
that the adaptation of this pathway to exercise training 
probably does not occur a t  a single step but could be 
spread out a t  various Ievels in this pathway and could 
be. at leas: partly, different for each precursor. The 
purpose of the present study was to try to iden* those 
adaptations responsible for the inrreased gluconeo- 
genic flux from alanine. This increase was not only the 
largest observed in the incubation expriment at  satu- 
radng alanine concentration. but it was also observed 
in the perifusion experiment h m  subsaturadng alanine 
concentrations as low as 0.6 mM (Fîg- 4). wNch is oniy 
swtly higtrer than the range of concentration o W e d  at 
rest and chringexerdse (0.24.5 niM; M. 1.16). 

As suggested by Surnida and Donovan (33). the 
increase in J@, fmm lactate-pyruvate aFter ûaining 
points to an adaptation a t  the level of the phosphoenol- 
pyntvate-pynivate cycle, which has a flux control coeffi- 
dent  for giuconeogenesis of -60% with lactate-pyru- 
vate as precursors (18,32). Accordfngiy an fncrease in 
gluconeogenesis from lactate-pynrvate could be due to 
an inaease in the acdviy of pynivate carboxylase (PC) 

andior of phosphoenolpyruvat~carboxykinase (PEPCK) 
or to a reduction in the activity of pymvate kinase (PK). 
As for the effect of training on PK activity. no data 
appear to be available. Results from the present experi- 
ment with DHA as precursor* however. suggest that 
training does not reduce PK activity. Indeed, when 
DHA is pmvided to isolated hepatocytes. a pomion 
enters the glycolytic pathway and the lactate-pytuvate 
flux reflects the activiv of PK (3). In the present study, 
lactate-pyruvate concentrations in the medium were 
sligfitly, albeit not significantiy, higher when hepato- 
cytes from trafned rats were incubated with DHA (26.2 
2 4.6 vs. 20.8 i 2.4 prnoi/g dry cells aher 45 min of 
incubation). These figures underestimate the flux 
thmugh PK because in incubation experiments a par- 
tion of the lactate-pyruvate produced is converted fnto 
glucose. This underestimation could be larger with 
hepatocytes h m  trained rats, because gluconeogenesis 
from lactate-pyruvate was increased after training. 
Taken together. these results therefore suggest that the 
putative trainhg adaptation at  the level of the phospho- 
enofpymvate-pymvate cycle is due to the activation of 
PC andor PEPCK, rather than to an inhibition of PK. 

The &ect of training on PEPCK and PC has been 
assesseci in several studies (19.20,34,4 1). However. no 
change in the maximal activity of PEPCK (19. 20, 34. 
41) and PC (19,20) and in PEPCK mRNA content (19) 
was reported after traintng- Although the acdvity of 
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Fig. 6. Effect of cralning on alanine transport and transamtnacion In 
perifused hepatocytes. Relationshlps benveen hm- and extraceiiu- 
lar alanine concenuation (top) and berween pynivate and Incracellu- 
lar alanine concentration (botrom) during perifuslon in hepacocytes 
from contra1 and trained rats. Results are means 2 SE for n = 5 in 
each group. 

PEPCK is entirely controlled by the rate of transcrip- 
tion and the concentration of this enzyme (30). these 
findings remain compatible with the consistent observa- 
tion of a higher gluconeogenic flux from lactate- 
pyruvate observed after training by Sumida et al. (34). 

Table 1. Mitochondriai and cytosolic NADHINAD" tn 
heptocytes /rom contx-01 and k i n e d  rats during 
perifusion with alanine and ratio between 
rnitochondrial and cytmlic redox states 

cYt=d Mimctiondrts 

NADW &ûW NADW Mitrd 
UP NAD- AA NAD- Cym 

Values are means r SE of pool& data (n = 40) in hepatocytes b m  
conml and ealned rats. Cytosolic and rnltocfiondriai NADWAD'. 
respectively, were computed h m  lactate!-to-pynivate (UP) and B-hy- 
droxybutyrate-macetoacetate (g-OWAA) ratios, wîth eqdlbrium 
constant of lactate dehydrogenase (1.1 L x IO'') and B-hydroxybutyr- 
ate dehydmgmase (4.93 x 10'2) (36). Measurements were made at 
each steaciy state durlng perîhlon and remained stable t h g h o u t  
the experiments. MLtdCyto. ratio between mi?ochondrial and cyto- 
sollc redox states. StaUtfd cornpartsans wwe made wîth Student's 
t-test for unpafred samples. ' P S 0.05- 

well as in the present experiment, Indeed. the gluconeo- 
genic flux across the phosphoenoipymvate-pyruvate 
cycle not only depends on the activiq of the enzymes 
controllhg this cycle but also on the actud concentra- 
tion of the substrates for the various enzymes in the 
condition studied. In tNs respect. it could be h-vpoth- 
esized that training increases the supply of oxaloac- 
etate to PEPCK. which. in tum, increases the gluconeo- 
genic flux without any change in the concentration 
andor activity of the enzymes involved in the phospho- 
enolpymvate-pyruvate cycle. No data are currently 
available on the effect of training on oxaloacetate 
transport across the rnitochondrial membrane. and/or 
its concentrat5ori in the cytosd xhen  !actate pJruvate 
is provided to the hepatocyte. to support this hypoth- 
esis. in contrast. as discussed below. results from the 
present experiment mle out this hypothesis when 
alanine is the gluconeogenic precursor. 

In fact. results from the perifhsion experiment. which 
closely mimics the behavior of the hepatocyte in vivo, 
indicate that putative adaptations at the level of the 
phosphoenolpynivate- pyruvate cycle. andor down- 
Stream of this cycle, are not involved in the increased 
gluconeogenic flux from alanine. This is indicated by 
the observation that the relationshfp between pyruvate 
concentration and Jd,  was sirnilar for hepatocytes 
from trained and control rats (Fig. 5. bottom Iefc) . This 
single relationshfp indicates that for a given pyruvate 
concentration. JgI, is not modifieci by training. The 
observed lncrease in Jd ,  from alanine is solely due to 
the increased pynivate concentration and does not 
depend on possible adaptations a t  the Ievel of the 
phosphoenolpynivate-pyruvate cycle. A single relation- 
ship was aiso found between cytosolic phosphoenoIpym- 
vate and 3-phosphoglycerate concentrations. on one 
hand. and J@,,. on the other hand (Fig. 5, top). These 
observations further suggest that the increased Jd,, 
from alanine aftet training is not due to adaptations at 
steps located downstream from pynivate. Alternatively, 
it cannot be ruled out that training adaptations occur 
between pyruvate and glucose in the gluconeogenic and 
glycoiydc pathways but that these adaptations cancel 
each other so that no net effect on the gluconeogenic 
flux is observed. 

These findings are in agreement with several consis- 
tent data showing that alanine metabohm in the liver 
is controiied upstream of pyruvate. by its transport into 
the hepatocyte for low extracelluiar concentrations (< 1 
mM: Refs. 14. 17, 27) and by its transamination into 
pyruvate at higher concentrations (8. 26). Indeed, the 
detaiied quantitative analysis made by Groen et al. (1 7) 
shows that the flux control coefficient of alanine trans- 
port for gluconeogenesis was between 85 and 100% for 
alanine concentration below 1 mM and decreased to 
-50% for concentrations ranghg between 1.5 and 3.0 
mM and to oniy -20% at 6 rnM W e .  Malette et al. 
(26) showed that increasing alanine concentration fmm 
0.45 tu 16 m M  in perfused iiver was associated with an 
in- in intracellular alanine concentration without 
any iùrther changes Ln ppvate  concentration and 
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Jgl,, (as observed in the present study: see Fig. 6. 
bottom). In perLfused hepatocytes. Boon and Meijer (8) 
also found that at  high alanine concentratior! (5 m m ,  
alanine aminotransferase had a low elasticity coeffi- 
cient and was therefore responsible for the control of 
the metabolic flux. 

It can thus be hypothesized that the training-induced 
increase in gluconeogenic flux observed in the present 
experiment at  high alanine concentration (1.2-9.6 mM) 
is entirely due to an increased tramamination. which 
has a high flux control coefficient for gluconeogenesis in 
these conditions (8, 26). Data from the perifusion 
experiment confinn that a t  high alanine concentration 
the transamination step controls the gluconeogenic flux 
from alanine. This is evidenced by the iinear increase in 
intracellular alanine concentration, without any trend 
to plateau. over the entire range of extraceiiular ala- 
nine concentration (Fig. 6. top). In contrast. the relation- 
ships between intracellular alanine concentration and 
Jglw,. both of which plateaued for alanine concentra- 
tion in the medium higher than -4 mM. and the 
plateau reached were markedly higher in hepatoeytes 
from trained vs. control rats (1.80 i 0.03 vs. 1.19 5 0.06 
prno1.g dry cells-1 min -'). A similar observation was 
made for the relationships between intraceilular ala- 
nine concentration and pyruvate (maximal pyruvate 
concentration: 18 vs. 9 pM in the perihsate from 
hepatocytes from control and traîneci rats). although 
the plateau was not reached in hepatocytes from trained 
rats (Fig. 6. bottom). Taken together. these observa- 
dons confîrm that at  high alanine concentrations. 
transamination is the main step controllhg the gluco- 
neogenic flux from aianine and indicate that training 
increases this fiux by increasing the capadty of the 
hepatocyte to convert aianine into pymvate. 

In coctrast. the observed increase in Jd- at low 
aianine concentration in the medium (0.6 and 1.2 mM) 
could be mainly due to an increased danine transpott 
capacity. Data from several in vitro experiments, in- 
deed. indicate that alanine transport into the hepato- 
cyte has a high flux control coefficient for gluconeogen- 
esis in these conditions (14. 17. 27). Data from 
Wasserrnan et al, (38) a h  show that in response to 
exercise in dogs. the increase in alanine conversion into 
glucose parallels the increase in its uptake across the 
liver. In the present experlment. during peffision at 
low alanine concentration (< 1.2 mM) , the relationship 
between intracellular alanine concentration ( ~ 0 . 8  
pmoYg dry cells] and J@, in hepataytes from trained 
rats cannot be disthguished korn that in h e p a t q e s  
from conml rats. This observation suggests that, In 
these conditions. the increased capacity for alanine 
transzminadon brought about by training is not respon- 
sible for the increase in J#,. The larger gluconeo- 
genic flux observed (Fig. 4) could rather be due to the 
marked increased in alanine transport capadty a m  
the plasma membrane. which is dearly demonstrated 
in incubated hepatocytes in the presence of amînooxyac- 

A L J  
of alanine transport in the liver (20 pmol -g dry 
wt- ' . min- l :  Ref. 23). In addition. data conceming the 
effect of training on alanine aminotransferase activity 
are both Limited and conflicting (2 1.33). Alanine trans- 
aminadon could. however, control gluconeogenesis if 
2-oxoglutarate supply in the cytosol becomes insu£fi- 
cient (8). The supply of cytosolic 2-oxoglutarate d e  
pends on the activity of the malate-aspartate shuttle, 
which, in tum. depends on the rate of mitochondrial 
respiration (i-e.. Voz) and on the imer mitochondriai 
membrane potentiai (Apn: Ref. 29). In the present 
experiment, Vo2 was consistently higher in hepatocytes 
from trained vs. control rats (Fig. 3). ï h i s  observation 
was akeady made by Bobyieva-Guarriero and Lardy (7) 
and is  consistent wtth the reprtrrl Mgher rndate 
dehydrogenase activity reported by J i  et al. (21) in 
livers from M n e d  rats. As for h p ~ ,  the ratio between 
the mitochondrial and cytosolic redox states [(NADH/ 
NAD ,,,,)/(NAD WNAD &,J in the perifusion experi- 
ment also suggests that it was significantly higher in 
livers from trained rats. Indeed. the large difference 
between the redox states in the mitochondria and the 
cytosol depends on the activity of the glutamate- 
aspartate carrier of the d a t e  aspartate shuttie, which 
is driven by Apfi (24). In hepatocytes from trained rats. 
the segregation of reducing equivalents Ln the rnitochon- 
dria vs. the cytosol was two tirnes higher than in 
hepatocytes frorn control rats (Table 1). strongly indicat- 
ing that Apfi was also higher. It is therefore tempting to 
speculate that the observed increase in alanine tram- 
aminadon into pyruvate could be due to an increased 
mitochondrial respiration in hepatocytes from trained 
vs. control rats. The associated stimulation of the 
malate-aspartate shuttle could. in turn. increase the 
supply of cytosolic 2-oxoglutarate. thus promoting ala- 
nine transamination into pyruvate and gluconeogen- 
esis. In addition. the increase in mitochondrial respira- 
don could dso explain the increased Jd,, from glycerol 
observed in incubated hepatocytes from trained rats. It 
is. indeed. well established that an increased J$, 
from glycerol b entirely dependent on the rate of 
removal of cytosolic redudng equivalents (6.25,39). 

In conclusion. results from the present experiment 
confirm that gluconeogenesis fmm alanine is increased 
in isolated hepatocytes fmm trained vs. control rats, 
both a t  low (near p hysiologicai) and Mgh (saturating) 
concentrations. This increase is not due to adaptations 
at the level of the phosphoenoipyruvate-pynivate cycle 
or at  steps located downstream fkom this cycle. It is 
ratheî due to an hcreased alanine transport capacity 
a t  low alanine concentration and to an increased trans- 
aminadon of alanine into pyruvate a t  high alanine 
concentradon. This later phenomenon could. in tum. be 
due to the increased mitochondrial respiration ob- 
served in hepatocytes from trained vs. conml rats. 
wbich activates the malate-aspartate shuttle and in- 
creases the supply of cytosalic 2-oxoglutarate. 

etate as a &min& inhibitor (Fig. 2). This smdy was s u p p o d  by g r a n ~  fmm the Nadanai Sdences 
me capaciv of alanine aminotransfeae (60 ~ 0 1 - g  and Engineering Rsearch Corndl of Canada and fmm the Fan& 

dm wt-l mfn- l: Ref. 33) k much higher than that pour la Formation de Cherch- et SAide g la Recherche du Québec 
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C E t A P m  3: DISCUSSION ET CONCLUSION 



Dans cette section, nous avons choisi de discuter de deux aspects qui n'ont pas 

été présentés dans la discussion des études expérimentales et qui, au terme de la thèse, 

nous semblent essentiels d'aborder. Le premier aspect est de nature méthodologique et 

concerne les limites inhérentes à la technique de traçage isotopique au 13c utilisée dans 

les études un à trois. Le second aspect concerne plus particulièrement les mécanismes 

impliqués dans 17augmentation de la capacité néoglucogénique induite par 

l'entrainement, thème abordé dans l'étude quatre. 

.1 Études par traçage isotopique au "c: Consid&atioos m0thodologiques. 

La méthode de eaçage développée par notre laboratoire, qui est non-invasive et 

relativement simple, combine les avantages de la calorimétrie indirecte respiratoire 

corrigée pour l'oxydation des protéines et la sensibilité de la spectrométrie de masse 

isotopique. Cette technique nous permet de mesurer l'oxydation des substrats exogènes 

avec un enrichissement isotopique de cent à mille fois moins élevé que l'enrichissement 

isotopique requis pour les mêmes analyses effectuées par spectrométrie de masse 

couplée a la chromatographie en phase gazeuse (GC-MS). 11 s'agit d'une caractéristique 

avantageuse pour la mesure de l'oxydation de substrats exogènes, compte tenu de la 

masse importante de substrat à tracer et du coût élevé des traceurs isotopiques. De plus, 

étant donné les faibles enrichissements en I3c requis, les problèmes de fractionnements 

isotopiques dans les voies métaboliques sont minimisés. Récemment, nous avons parfait 

cette approche par la mesure de ~'e~chissement en "C du glucose plasmatique. Ceci 

permet d'avoir accès à des informations qualitatives additionnelles, de calculer 

1' oxydation du glucose circulant (glucose exogène + glucose hépatique), ainsi que 

I'oxydation du glycogène musculaire lorsque du "~-~lucose  est ingéré. Cependant, 

notre technique présente des limites méthodologiques qu'il est important de considérer 

dans l'interprétation des résultats obtenus. 

.I. I Em*chÀssentent en "C & CO2 expire à la bouche 

Lorsque du glucose ou des précurseurs néoglucogéniques (C3-substrats) marqués 

au "C sont ingérés, le I3c9 expiré à la bouche provient de trois sources (Figure 4 1). La 



13 première source est l'oxydation directe du C-glucose ou des 13~3-substrats par les 

tissus périphériques. Dans le cas ou du glucose marqué est ingéré, cette production de 

I3co2 comprend également I'oxydation par les tissus périphériques du I3c-lactate et de 

la "c-alanine marqué formés à partir du glucose exogène marqué prooks et Gaesser, 

1980; Hetenyi et al., 1980; Maveo et al., 1986; Stanley et al. 19881. La deuxième source 

de I3co2 est l'oxydation du glucose synthétisé par la néoglucogénèse à partir des I3c3- 
substrats ingérés, ou du lactate et de l'alanine marqués qui ont été produits en périphérie 

à partir du '3~-glucose ingéré. Enfin, la troisième source de 13c02 est la perte de I3c 
dans le CAC hépatique au cours de la néoglucogénèse [Kat. et Chaikoff, 1955; 

Strisower et al., 1952; Weinrnan et al., 19571. Dans nos études, la mesure de 

l'enrichissement isotopique du COz expiré, lorsque des substrats exogènes marqués au 
13 C sont ingérés, permet donc de déterminer le flux a travers l'ensemble de ces voies. 

Par contre, il est impossible de connaître avec précision la contribution de chacune 

d'elles à la production de  CO^. 

Dans l'étude 3 portant sur l'oxydation d'une charge de glucose exogène ingérée 

chez des sujets sédentaires et entraînés, il y a peu de doute quant à la principale voie 

métabolique impliquée dans la production de "CO?, lors des expériences effectuées à 

l'exercice. En effet, compte tenu de ses besoins énergétiques par rapport à celui des 

autres tissus, le muscle squelettique est sans doute le principal consommateur de glucose 

circulant à l'exercice et il est responsable de la majeure partie de la production 

systémique de COz. Dans cette situation, la production de 13c02 à la bouche reflète donc 

principalement l'oxydation directe du glucose exogéne par les muscles au travail, ou 

bien indirecte en ayant préalablement transité par le pool de lactate [Brooks et Gaesser, 

1980; Mazzeo et al., 1986; Stanley et al., 19881 et d'alanine Fetenyi et al., 19801. 

Dans la même étude, I'oxydation du glucose exogène a été mesurée au repos. 

Nous avons trouve dans cette situation que les sujets entraînés avaient une capacité 

accrue à oxyder du glucose exogène. Ceci a principalement été attribué au fait que chez 

les sujets entraînés, les tissus périphériques captaient et oxydaient plus de glucose 

exogène. Cette explication est en accord avec i'observation qui a été faite dans plusieurs 
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Figure 41: Principales voies m&aboliques menant B la formation de 13C0, B 
la bouche lonque du glucose (A) et des précurseurs néoglttcog6niques 
marqua au 13C (B) sont ingbrés au repos et i l'exercice. 



études p e l a  et al.. 19961 y compris la nôtre, que la tolérance au glucose et la sensibilité 

à l'insuline sont meilleures chez les sujets entraînés. Cependant, il est important de 

considérer qu'au repos, la production de 13c02 à la bouche n'est probablement pas un 

aussi bon reflet de l'oxydation du glucose exogène par les tissus périphériques qu'elle ne 

l'est à l'exercice. 

À titre d'exemple, Bergman et al. [2000] ont récemment montré que 

l'entraînement était associé a un accroissement du flux néoglucogénique à pmir du 

lactate au repos. 11 serait donc théoriquement possible que dans notre étude, la plus 

grande production de I3c02 observée chez les sujets entraînés au repos, soit en partie 

due à une plus grande perte de au niveau du CAC hépatique au cours de la 

néoglucogénèse a partir de précurseurs, qui sont formés en périphérie à partir du "c- 
glucose. Cependant, nous doutons que ceci puisse expliquer la différence d'environ 30 

Oh observée au niveau du rapport "c/"c du COz expiré entre les sujets sédentaires et 
13 entraînés. La principale raison est que l'enrichissement du CO2 produit dans la 

néoglucogénèse hépatique est probablement faible et qu'il contribue peu à 

I'enrichissement en ')c du CO2 expiré au repos. En effet, comme cela a ité mentionné 

dans la revue de la littérature (section 2.1.3), le '3~-lactate et alanine produits à partir du 

glucose exogène marqué dans les tissus périphériques, sont dilués de façon importante 

par du lactate et de l'alanine non marqués provenant d'autres sources [Diraison et al., 

1998; Large et al., 19951. De plus, le "C issu du lactate et de I'alanine marqués est dilué 

par le "C de l'acétyl-CoA dans le CAC hépatique petenyi, 1982; Katz, 19851. 

Finalement, l'ingestion de quantités importantes de glucose étalée sur une période de 

120 minutes inhibe la production hépatique de glucose WcConell et al., 19941 et donc 

probablement la néoglucogénèse. 

Dans les études 1 et 2, où I'oxydation de précurseurs néoglucogéniques a été 

mesurée à l'exercice, l'impossibilité de déterminer la provenance du 13c02 expiré a la 

bouche est également importante à considérer dans l'interprétation des résultats. Dans 

ces études, nous avons tenté d'identifier quelles étaient les principales voies d'oxydation 

des précurseurs glucoformateurs ingérés, en comparant l'e~chissement en 13c du 



glucose circulant et celui du CO2 expiré. Dans les études de notre laboratoire où 

l'oxydation du glucose circulant a été mesurée [Rhéaume et al., 1998; Chapitre 2,  tud de 
31, nous avons généralement observé une dilution de l 'e~chssement en I3c de l'ordre 

de 15 à 20 % 6 13c PDB., entre le glucose circulant et le COz expiré. Or, dans les 

expériences oii du lactate (Études 1 et 2) et de l'alanine  t tu de 2) marqués ont été 

ingérés, I'enrichissement en I3c du CO: expiré est demeuré pratiquement égal ou 

supérieur à ~' t~chissement  en ')c du glucose circulant. Ceci nous a amené à conclure 

qu'une fraction importante du "CO? expiré a la bouche ne provenait pas de l'oxydation 

du 13~-glucose circulant, mais plutôt de l'oxydation directe du lactate et de l'alanine 

marqués dans les tissus périphériques (supposée dans les muscles au travail), sans 

conversion préalable en glucose au niveau du foie. 

Mème si cene interprétation des résultats est compatible avec un certain nombre 

de données provenant d'études sur le devenir métabolique du lactate et de l'alanine (voir 

discussion des études 1 et 2), il n'en demeure pas moins qu'elle est basée sur 

l'hypothèse que tout le  CO^ expiré à la bouche provient des tissus périphériques. Or. il 

est fort probable qu'une fraction du  CO^ expiré provienne des échanges isotopiques 

dans le CAC hépatique au cours de la conversion du lactate et de l'alanine en glucose. 11 

est donc possible que dans les études 1 et 2 nous ayons surestimé l'importance de 

l'oxydation directe du lactate et de l'alanine dans les tissus périphériques. 

Cependant, il y a des raisons de croire que l'importance de cette surestimation est 

mineure. La première raison est que la production de CO? par le foie ne constitue qu'un 

faible pourcentage de la production systémique de COz à l'exercice. En effet, en se 

basant sur la consommation d'oxygène hépatique à l'exercice, mesurée par différences 

artério-veineuse (environ 100 mL d'Oz /min) [Ahlborg et al., 1974; Ahlborg et 

Bjorkman, 1990; Felig et Wahren, 19711 et, compte tenu que cet organe oxyde 

principalement des acides-gras, il est possible d'estimer que la production totale de COz 

par le foie est d'environ 75 mYmin. Cette production de CO2 représente seulement 2 à 3 

% de la production totale de COz observée au corn de l'exercice dans nos deux études 

(2'5 et 3'0 Umin respectivement). La deuxième raison est que le muscle squelemque, 



qui est responsable de la majeure partie de la production de CO2, possède les 

transporteurs permettant de capter le lactate [Pilegaard et al., 1994; Roth, 19911 et 

l'alanine [Christensen, 1990; Rennie et al., 1995; Shotwell et al., 19831 ainsi que 

l'équipement enzymatique pour les oxyder. 11 nous apparaît donc raisonnable de croire 

que ces deux substrats ont été en majorité utilisés dans le muscle à l'exercice ayant un 

flux oxydatif le justifiant. 

J.2  Enrichissement en "C du glucose circulant m calcul de l'oxydation du glucose 

hépatique 

Dans les études 1 et 1, l'enrichissement en ')c du glucose circulant a tté mesuré 

lorsque du %lactate ou de la "c-alanine était ingéré, dans le but de déterminer si une 

part importante de ces précurseun exogènes était convertie en glucose par le foie, avant 

d'être oxydée par les tissus périphériques au cours de l'exercice prolongé. Cependant, 

nous n'avons pu utiliser directement cette mesure pour déterminer la quantité de lactate 

et d'alanine exogène convertie en glucose avant d'être oxydé. En effet, il est admis que 

I'enrichissernent en I3c du glucose circulant ne constitue qu'un index grossier de 

['activité de la néogIucogénèse pour deux raisons. La première raison est que 

l ' e ~ c h ~ ~ ~ m e n t  isotopique réel du lactate, de l'alanine et du pymvate entrant dans la 

voie de la néoglucogénèse est inconnu à cause de phénomènes de dilution par des 

précurseurs endogènes [Diraison et al., 1998; Large et al., 19951. La seconde raison est 

qu'une dilution isotopique survient également au cours des échanges de carbones dans le 

pool d'oxaloacétate rnitochondrial, qui est le point de croisement de la voie de la 

néoglucogénèse et du CAC [Hetenyi, 1982; Katz, 19851. Finalement, dans nos deux 

études, plus particulièrement dans l'étude 1 en raison de la grande quantité de glucose 

exogène ingéré, L'ingestion de glucose non marque conjointement aux précurseurs 

néoglucogéniques marqués a causé une dilution supplémentaire de I'emïchissement en 

I3c du glucose circulant dont il est impossible de tenir compte. Malgré ces limitations, 

nous avons néanmoins réussi a tirer profit de la mesure de l'enrichissement en 13c du 

glucose circulant dans ces deux études. En eRef la comparaison de L'enrichissement en 

"C du glucose circulant et du COz expiré nous a permis d'apprécier, quoique de façon 



qualitative, l'importance de la voie directe et indirecte d'oxydation du lactate et de 

l'alanine au cours de l'exercice, tel que cela a été discuté précédemment. 

Dans l'étude 3, portant sur l'oxydation du glucose exogène chez des sujets 

sédentaires et entraînés, l'enrichissement en "C du glucose circulant, combiné à celui du 

CO2 expiré, a été utilisé pour calculer le flux oxydatif du glucose endogène d'origine 

hépatique et musculaire. La méthode qui a été employée est essentiellement celle qui a 

été utilisée par le laboratoire de Noakes pour calculer le taux d'oxydation du glucose 

circulant a l'exercice [Deman et al., 19961. La figure 42 présente un schéma résumant 

l'approche utilisée dans l'étude. Le taux d'oxydation du glucose exogène (G,) a été 

calculé a partir du VCOl mesuré a ia bouche, ainsi que de l'e~chissernent en "C du 

glucose exogène et du CO2 expiré (flux A) selon l'équation suivante [Péronnet et al., 

199O]: 

Équation 32: 

Ge, = vco2 [ a q l -  %dl 1 (RX. - Kef) 1 1 & 

Où le VCOz est exprimé en Umin STPD, & est l'enrichissement en " C  du CO1 

expiré, RRr est l'enrichissement en I3c du COz mesuré au repos avant l'ingestion de I3c- 
glucose, R, est l'e~chissement en I3c du glucose ingéré, et k est une constante 

(0,7426 Ug) représentant le volume de CO2 produit lors de l'oxydation de 1 g de 

glucose. 

Le taux d'oxydation de la totalité du glucose circulant (glucose exogène + 

glucose d'origine hépatique : flux A + B) a été caiccul en utilisant le VCOt et 

l'enrichissament en "C du CO2 expiré, mais cette fois-ci en utilisant I'enrichissement en 

' 3 ~  du glucose circulant à la place de la valeur de %, (Équation 32). Le taux 

d'oxydation du glucose libéré par le foie (flux B) a été calculé par différence entre le 

taux d'oxydation de l'ensemble du glucose circulant et celui du glucose exogène. 

Finalement, le taux d'oxydation du glycogène musculaire (flux C) a été calculé par 

différence entre le taux d'oxydation du glucose, mesuré par calorimétrie indirecte 

respiratoire corrigée pour l'oxydation des protéines, et le taux d'oxydation du glucose 

circulant, 
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Figure 42: Principe de calcul de l'oxydation du glucose exogène, du glucose 
libéré par le foie et du glycogene musculaire lorsque du [P13C,I-gIucose est 
ingéré. 



Comme le montre la figure 42, lorsque le calcul de l'oxydation du glucose libéré 

par le foie est effectué, l'hypothèse est faite que celui-ci ne libère pas de glucose e ~ c h i  

en "c. Or? comme cela a déjà été mentionné, lorsque du 13~-glucose est ingéré, il existe 

un recyclage isotopique par le cycle de Cori et le cycle alanine-glucose qui fait en sorte 

que le foie libère du glucose marqué au "C (Figure NA).  II est donc possible que 

l'oxydation du glucose d'origine hépatique, calculée par différence entre I'oxydation du 

glucose circulant et celle du glucose exogène, soit sous-estimée. Cependant, deux 

arguments nous portent à croire que l'importance que pourrait avoir cette sous- 

estimation est relativement faible. 

Le premier argument est que la quantité totale de glucose produit par la 

néoglucogénèse au cours des protocoles expérimentaux de l'étude 3 est beaucoup plus 

faible que la quantité totale de glucose exogène ingéré. Au repos, en supposant une 

production hépatique de 12 prnoles.kg".min" (Tableaux 3'4 et 5) et une contribution 

relative de la néoglucogénèse à partir du PEP de 42 % piraison et al., 1998; Landau et 

al., 19951, la quantité totale de glucose qui aurait pu être produit par la néoglucogénèse 

au corn des 180 minutes d'observation est de l'ordre de 10 à 1 1 g, ce qui est 10 fois 

moins élevé que la quantité de glucose exogène ingérée (100 g). À l'exercice, en 

supposant une production hépatique de glucose de l'ordre de 30 à 40 pxnole~.k~%nin'~ 

[Coggan et al., 1995; McConnell et al., 1994; Mendenhall et al., 19941 et une 

contribution moyenne de la néoglucogénese a partir du lactate, du pynivate et de 

l'alanine de 10 % [Ahlborg et Bjorhan, 1990; Ahlborg et al., 1974; Felig et Wahren, 

19711 une contribution mineure de la néoglucogénese à l'apparition totale de glucose 

dans la circulation au cours des 90 minutes d'exercice est également obtenue (entre 3 et 

5 g)- 

Le second argument est qu'en tenant compte de tous les phénomènes de dilution 

des isotopes présentes précédemment, le glucose marque au I3c issu de la 

néoglucogénèse à partir du lactate et de l'alanine marqués a probablement un 

enrichissement beaucoup plus faible que celui du 13~-gIucose provenant de l'intestin. 

Globalement, nous pensons donc que la contribution de la néoglucogénese a 



l'enrichissement en "C du glucose circulant est faible comparativement au glucose 

exogène, compte tenu de la faible quantité de glucose produit par cette voie et de la forte 

dilution isotopique qui y suMent . 

.I.3 Conclusion 

Dans l'ensemble, la méthode utilisée dans notre laboratoire pour étudier le 

devenir oqdatif de substrats exogènes ainsi que du glucose endogène au repos ou à 

l'exercice présente deux limites. La première limite est qu'il est impossible de 

déterminer avec précision l'origine du " ~ 0 2  expiré a la bouche. La deuxième limite est 

que la mesure de I'e~chissement en "C du glucose circulant ne permet pas de 

déterminer l'activité de la néoglucogenèse. Cependant, tel que cela tté discuté, il est 

raisonnable de penser que dans les conditions expérimentales utilisées dans nos études, 

ces limitations sont sans grand impact sur l'interprétation des résultats. 

Par ailleurs, les limites auxquelles notre méthode fait face sont communément 

rencontrées avec plusieurs techniques de traçage utilisées dans l'étude du mttabolisme 

in vivo. Les limites se résument à la difficulté de s'assurer que le devenir métabolique du 

traceur isotopique utilisé est un bon reflet de l'activité de la voie métabolique étudiée. 

Cette difficulté à bien été mise en évidence pour la néoglucogénese dans la revue de la 

littérature. La récente remise en cause [Landau et al., 1996; Previs et al., 19961 de la 

validité de la mesure du taux d'apparition du glycérol (R. glycérol) pour mesurer le flux 

de la lipolyse constitue un autre exemple. En effet, la validité de cette approche repose 

sur l'hypothèse que 1) le glycérol est relâche dans un rapport 1:3 avec les acides gras 

libres lors de la lipolyse, 2) le muscle ne possède pas une activité glycérol kinase 

suffisamment élevée pour oxyder directement le glycérol issu de la lipolyse intra- 

musculaire, et que 3) le foie et les reins ne relâchent pas de glycérol en quantités 

suffisantes pour surestimer la lipolyse. Or, il a été démontré que le foie et les reins 

étaient responsables de l'apparition de 8 a 18 % du glycérol en circulation [Previs et al., 

19961 et que le muscle avait vraisemblablement une capacité relativement élevée à 

capter du glycerol [Hia et al., 1993; Kurpad et al., 1994; Landau et al., 19961. Notre 

étude portant sur l'oxydation du glycérol exogène (Étude 3) est en accord avec ces 



constatations et indique que le glycérol pourrait être oxydé de manière significative par 

le muscle au travail. 

.2 Mécanismes impliqués dans l'augmentation de la capacitk néoglucogénique 

induite par l'entraînement 

Les résultats de plusieurs études menées in vivo chez le Rat à l'aide de traceurs 

isotopiques ont montré que l'entraînement en endurance augmentait la capacité 

néoglucogénique du foie Brooks et Donovan, 1983; Donovan et Pagliassotti 1990; 

Donovan et Sumida 1990; Donovan et Pagliassotti, 1989; Donovan et Brooks, 1983; 

Turcotte et Brooks, 19901. Ces observations ont été confirmées de manière directe par 

des études in vitro. En effet, une augmentation de la néoglucogénèse à partir du lactate et 

de l'alanine a été rapportée sur des foies isolés perfusés [Sumida et Donovan, 1995; 

Sumida et al., 19931. Un accroissement de la néoglucogénèse à partir du lactate a 

kgalement été rapporté sur des tranches de foie incubées podolin et al., 1996; Podolin et 

al., 19941. Dans l'ktude 4 de la thèse, les expériences d'incubation d'hépatocytes isolés 

de rats sédentaires et entraînés ont confirmé que l'entrainement augmentait la 

neogiucogénèse a partir du lactate - pyruvate et de l'alanine. Cet effet a également Cté 

observé en périfusion avec des concentrations sous saturantes d'alanine. De plus, les 

expériences d'incubation d'hépatocytes ont également montré que l'entraînement 

augmentait la néoglucogénèse à partir du glycérol et du DHA (Figure 43). 

De façon générale, les études qui se sont directement intéressées a la question des 

mécanismes ont tenté d'associer l'augmentation du flux néoglucogénique observée en 

réponse à l'entraînement à l'accroissement de l'activité de certaines enzymes 

considérées (dimitantes)) pour la néoglucogénèse. Comme cela a été mentionné dans la 

revue de la littérature, les résultats de ces études n'ont pas permis d'identifier les 

mécanismes potentiellement impliqués dans I'accroissernent du flux néoglucogénique en 

réponse a l'entraînement En effet, il a été montré que I'entraiAnement ne modifiait pas 

l'activité de la PC Born et ai., 1997; Huston et al., 19751 a de la PEPCK wom et al., 

1997; Huston et al., 1975; Siunida et ai., 1993; Winder, 19851, ainsi que I'expression de 

I'ARNm de la PEPCK [Hom et al., 19971. Hom et al. [199q ont conclu que 
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Figure 43: Schéma de la voie de la néoglucogénèse et de la navette malate- 
aspartate. a-KG: a-cétoglutarate; ALA: alanine; ALATA: Alanine transaminase; 
ASP: aspartate; DHA: dihydroxyacétone; D M :  dihydroxyacétone-phosphate; F6- 
P: hctose 6-phosphate; F 1,6 P2: hctose 1,6 biphosphate; F 1,6-P2ase: hctose 1,6 
biphosphatase G3-PDH: glycérol3-phosphate deshydrogénase; G6-Pase: glucose 6- 
phosphatase GK: giycérol kinase; GLUT glutamate; HK: hexokinase; MAL: 
malate; OAA: oxaloacétate; PC: pyruvate carboxylase; PEP: phosphoenolpyruvate; 
PEPCK: phosphoenol-pymvate carboxykinase; PR(:phosphohctokùiase PGM: . 
phosphoglucomutase; PK: pynivate kinase; PYR: pyruvate; GAP: glycéraldéhyde 
3-P; G6-P: glucose 6-phosphate; 



l'augmentation de la capacité néoglucogénique à partir du lactate induite par 

l'entrainement n'était donc pas due à des modifications au niveau de la PC et de la 

PEPCK. Or les réactions que ces enzymes catalysent sont généralement considérées 

comme importantes dans le contrôle de la néoglucogénèse à p m i r  du lactate et du 

pynivate [Groen et al., 1986; Rigoulet et al., 19871. Quant à l'activité de l'alanine 

aaosaminase, impliquée dans la tramamination de l'alanine en pyuvate, Sumida et 

Donovan [L995] ont montré qu'elle était inchangée en réponse à l'entraînement. Par 

contre, Ji et al. [1986] ont rapporté une augmentation de l'activité de cene enzyme, mais 

seulement dans le compartiment mitochondrial. Or, chez le Rat, il a Çté démontré que 

l'alanine Ètait presque exclusivement msaminé dans le cytosol [Groen et al., 19821. 

la lumière de ces résultats, Sumida et Donovan [1995] ont émis L'hypothèse que l'dtape 

de la transamination de l'alanine en pynivate n'était Maisemblablement pas impliquée 

dans l'augmentation du flux néoglucogénique a partir de l'alanine. Et pourtant, tel que 

cela a été discuté dans l'étude 4 de la thèse, il est bien admis que l'étape catalysée par 

l'alanine aminotransférase exerce un contrôle important sur le flux de la néoglucogénèse 

a partir de l'danine lorsque sa concentration est élevée [Boon et Meijer, 1992; 

Fafoumoux et al., 1983; Groen et al., 1982; Malette et al., 1969; McGivan et al., 198 Il. 

Finalement, quelques études ont rapporté que I'entrainefnent était associé à 

l'augmentation de l'activité de certaines enzymes telles que l'aspartate transaminase 

[Sumida et Donovan, 19951, la maiate deshydrogénase [Ji et al., 19861 et la succinate 

deshydrogénase MUS et Kirsten, 19701, qui ne sont cependant pas classiquement 

considérées comme dimitantes)) pour la néoglucogénèse. Globalement, il semble donc 

que les études qui ont tenté d'appréhender les mécanismes responsables de 

l'augmentation de la capacité néoglucogénique induite par l'entraînement en mesurant 

les changements de l'activité des enzymes de la néoglucogénèse, ont amené plus de 

confiision que de réelles avancées. 

.LI Augmentatiun &flux sans augmenfaû'on & I'uciivitrh enzymanque 

Un élément qui pourrait contribuer à clarifier la situation est qu'il est tout à fait 

possible que l'enaainement augmente le flux à travers une étape précise de la voie 

néoglucogénique, sans qu'il y ait nécessairement une augmentation de l'activité de 



l'enzyme impliquée. Cene éventualité ne semble pas avoir été envisagée auparavant 

puisqu'il a toujours été plus ou moins admis que toute augmentation du flux 

néoglucogénique devait s'accompagner de l'augmentation de l'activité d'enzymes qui 

catalysent des Ctapes dimitantes» dans la voie métabolique. Or certaines évidences 

suggèrent que ceci pourrait ne pas être le cas. 

Dans l'étude 4 de la thèse, nous avons trouvé qu'une augmentation de la 

nansamination de l'alanine en pyruvate était responsable de l'accroissement du flux 

néoglucogénique induit par l'entraînement, lorsque des concentrations élevées d'alanine 

(de 1'2 à 9,8 mM) étaient utilisées en périhion. Tel que cela a été discuté, ce résultat 

est en accord avec plusieurs études qui ont montré que pour des concentrations élevées 

d'alanine, la néoglucogénese était principalement contrôlée par l'étape de la 

tramamination [Boon et Meijer, 1992; Malette et al., 19691. Étant donné que l'activité 

de l'alanine transaminase est élevée dans le foie (60 pm~les.min".~" poids sec: Sumida 

et Donovan, 1995). Boon et Meijer [1992] ont suggéré, et ensuite confirmé que cette 

enzyme exerçait un contrôle important sur le flux de la néogiucogénese. parce qu'elle 

était limitée par l'apport en a-cétoglutarate. Dans l'étude 4. nous avons justement 

rapporté des Cvidences indirectes suggérant que l'entraînement pourrait accroitre 

l'apport en a-cétoglutarate pour l'alanine transaminase. En effet, la consommation d'Or 

ainsi que la force proton motrice mitochondnaie (telle qu'appréciée indirectement par le 

rapport NADWNADvh, / NADWNAJ3=-) des hépatocytes de rats entraînés 

étaient significativement plus élevées que dans les hépatocytes de rats sédentaires. Or, 

ces deux paramètres sont des déterminants majeurs de l'activité de la navette malate- 

aspartate (Figure 43), qui est responsable de l'apport en a-cétoglutarate dans le cytosol 

wunz et Davis, 19911. Ces résultats suggèrent donc que l'absence de modification de 

t'activité enzymatique de l'alanine transaminase rapportée par Surnida et Donovan 

[1995], n'est pas incompatible avec le fait que l'étape de la transamination soit 

impliquée dans l'adaptation à l'entraînement Il est même possible de dire qu'il n'es pas 

tout i fait surprenant qu'il en soit ainsi. En effet, tel que mentionné précédemment chez 

le Rat sédentaire, l'activitk de cette enzyme est déjà environ 60 fois plus élevée que le 

flux néoglucogénique maximal observé à partir de l'alanine. 



Dans le cas du lactate-pyruvate, les analyses de contrôle métaboliques menées 

par Groen et al. [1986] et Rigoulet et al. [1987] ont montré que la néoglucogénèse à 

partir de ces substrats était principalement contrôlée par les trois étapes enzymatiques du 

cycle PEP-pyruvate, c'est a dire la PC. la PEPCK et la PK (Figure 43). En effet, le 

coefticient de contrôle de flux de ces trois étapes combinées sur la néoglucogénèse a été 

évaluée a environ 60 %. Le fait que ce cycle exerce un contrôle majeur en fait donc une 

cible privilégiée pour l'ensemble des stimuli qui modifient le flux néoglucogénique à 

partir du lactate-pyruvate. Par exemple, il a été démontré que I'hypoxie chronique [Pison 

et al., 19951 et le phénobarbital [Argaud et al., 199 11 inhibaient la néoglucogénèse en 

réprimant l'expression de la PEPCK. Quant à la methfornine, un hypoglycémiant oral, 

Argaud et al. [1993] ont montré qu'elle inhibait la néoglucogénèse en activant la PK. 

Compte tenu de l'ensemble de ces résultats, il est donc plausible de penser que 17eRet 

stimulant exercé par I'entrainement en endurance sur la néoglucogénèse a partir du 

lactate-pyruvate est causé par une ou des adaptations au niveau des enzymes du cycle 

PEP-pynivate. 

Comme cela a été mentionné précédemment, aucune augmentation de l'activité 

de la PC porn et al., 1997; Huston et al., 19751 et de la PEPCK [Hom et al., 1997; 

Huston et al., 1975; Surnida et al., 1993; Winder, 19851, ainsi que de I'ARNrn de la 

PEPCK mom et al., 19971 n'a été rapportée en réponse a l'enaaînement. Compte tenu 

qu'aucune information n'était disponible au sujet de l'effet de l'entrainement sur la PK, 

une des hypothèses restantes était que l'entraînement augmentait la néoglucogénèse a 

partir du lactate-pyruvate en inhibant la PK. Dans l'étude 4, nous avons évalué l'effet de 

l'entraînement en endurance sur le flux de la PK en incubant des hépatocytes de rats 

entraîAnés et sédentaires en présence de DHA. Les résultats obtenus ont montré que le 

flux a travers l'étape de la PK était similaire dans les hépatocytes de rats entrainés et 

sédentaires. Nous avons donc formulé l'hypothèse que de manière similaire à ce qui a 

été décrit précédemment pour l'alanine transaminase, I'entraûiement pourrait augmenter 

l'apport en oxaloacétate à la PEPCK Bien que cette hypothèse demande à être vérifiée, 

elle est intéressante dans la mesure où elle permet d'expliquer comment l'étape de la 



PEPCK, qui est importante dans le contrôle de la néogiucogénkse à partir du lactate- 

pyruvate, pourrait être impliquée dans la réponse à L'entraînement, sans recours à 

l'augmentation de son activité maximale ou de son expression. 

Dans l'ensemble, l'emploi de la périfusion d'hépatocytes isolés dans l'étude 4 a 

permis de mettre en évidence que les mécanismes par lesquels l'entraînement accroit la 

capacité néoglucogénique du foie sont subtils. C'est d'ailleurs la subtilité de ces 

mécanismes qui ont jusqu'à présent rendu difficile leur identification à l'aide de la 

mesure de l'activité maximale d'enzymes «limitantes» de la néoglucogénèse. En effet, 

tel que cela a été discuté précédemment, cette approche expérimentale s'avère incapable 

de mettre en évidence toute modification du flux au travers d'une étape enzymatique qui 

n'est pas causée par une augmentation de l'activité enzymatique maximale. Ceci est 

principalement du au fait que la mesure d'activités enzymatiques ne procurent aucun 

renseignement sur les conditions dans lesquelles les enzymes fonctionnent au sein d'une 

cellule active, puisque la concentration des substrats et des produits ainsi que des 

régulateurs potentiels de l'activité de ces enzymes est inconnue pell, 19971. 

.2e2 Notion d'éîape limetante verms concepts d'analyse de conîrûle métabolique 

Une deuxième limitation à la mesure d'activités enzymatiques in vitro est que 

cela ne permet pas de rendre compte des interactions complexes entre les différentes 

étapes de la voie dans le contrôle du flux néoglucogénique. C'est en partie à cause de 

cette limitation que nos hypothèses sont encore largement basées sur la notion qu'une 

étape limitante est responsable du contrôle du flux global à travers la voie de la 

néoglucogénèse. Jusqu'a récemment, aucun outil expérimental n'était disponible pur 

l'étude du contrôle des flux métaboliques dans un contexte intégré. Cependant, le 

développement de la théorie de l'analyse de contrôle métabolique par Kacser et Bums 

[1973] et Heinrich et Rapport [1974] a doté les métaboliciens d'un outil quantitatif 

permettant ce genre d'investigation. L'application de cette approche pour l'étude de 

différentes voies telles la néoglucogénèse [Groen et al., 1986; Rigoulet et al., 19871, 

l'oxydation phosphorylante [Brown et Brand, 1986; Groen et al., 19821, et la glycolyse 

[Kashiwaya et al., 19941 a permis de degager les deux grands concepts suivants: 1) le 



contr6ie du flux global à travers une voie métabolique est exercé non pas par une seule 

étape, mais bien par plusieurs et 2) l'importance du contrôle qu'exerce une étape 

particulière varie en fonction du type de substrat utilisé ainsi que de l'importance du flux 

global a travers la voie métabolique. 

Les répercutions qu'ont ces concepts sur la compréhension des mécanismes par 

lesquels l'entraînement stimule la néoglucogénese sont importantes. Par exemple, il est 

possible que l'augmentation du flux néoglucogénique à pamr d'un précurseur donné soit 

due à la combinaison d'effets exercés sur plusieurs étapes contrôlantes. L'exemple d'un 

tel cas se présente dans l'étude 4. En effet, nous avons trouvé que le mécanisme 

impliqué dans l'augmentation de la néoglucogénèse à partir de l'alanine à la suite d'un 

entraînement était différent selon la concentration d'alanine périfwe. En effet, pour des 

concentrations d'alanine inférieure a environ 1 mM, l'augmentation du transport 

membranaire de l'alanine était vraisemblablement responsable de la hausse du flux 

néoglucogénique. Au contraire, pour des concentrations d'alanine supérieures à environ 

1 mM, une augmentation de la transamination était le facteur responsable. 

Les concepts de l'analyse de contrôle métabolique permettent également de 

concevoir que les effets de l'entraînement sur les étapes de la PC et de la PEPCK 

puissent expliquer l'augmentation de la néoglucogénèse à partir du lactate-pynivate, 

sans que ces étapes aient un rôle à jouer dans l'augmentation de la néoglucogénèse à 

partir de l'alanine. En effet, pour que l'entraînement ait un effet sur le flux 

néoglucogénique à partir d'un précurseur donné il doit affecter une des étapes contrôlant 

la néoglucogénèse a partir de ce substrat. Or il est bien démontré que pour l'alanine, le 

contrde est entièrement exercé par les deux étapes situées en amont du pynivate, c'est à 

dire son transport membranaire et sa transamination en pymvate [Boon et Meijer, 1992; 

Fafournoux et al., 1983; Groen et d., -1982; Malette et al., 1969; McGivan et al., 198 11. 

De la même façon, bien que le glycérot et le DHA entrent tous deux dans la voie de la 

néoglucogénèse au aiveau du DHAP, la néogiucogénèse a partir de ces deux précurseurs 

est contrôlée par des mécanismes très différents (Figure 43). En effet, la néoglucogénese 

à partir du glycérol, qui est un substrat beaucoup plus réduit que le DE-N, est entièrement 



dépendante du potentiel redox [Berry et al., 1973; Leverve et al., 1985; Williamson et 

al., 19711. Quant au DHA. les principales étapes contrôlantes sont son entrée dans la 

cellule evou sa phosphorylation en D W  par la glycérol kinase, ainsi que l'étape de la 

PK [Leverve et al., 19941. 

J.3 Conclusion 

Au terme de cette thèse, deux raisons nous paraissent expliquer la confusion qui 

semble exister dans la littérature au sujet des mécanismes cellulaires responsables de 

l'augmentation de la capacité néoglucogénique induite par l'entraînement. La première 

raison est que l'approche expérimentale qui a généralement été utilisée et qui consiste à 

mesurer l'activité d'enzymes impliquées dans la néoglucogenèse n'est pas adéquate. La 

seconde raison est que la notion d'étape limitante qui est aujourd'hui considérée par les 

métaboliciens comme désuète Fell, 19971, domine encore notre conception du contrôle 

des voies métaboliques. 

Au cours de cette thèse, nous avons pu profiter des possibilités qu'offrent le 

modèle d'hépatocytes isoles et plus particulièrement la technique de périfusion pour 

étudier les mécanismes impliqués dans I'accroissement de la capacité néoglucogénique à 

partir de l'alanine. Cette technique pourrait s'avérer un out11 de choix pour l'étude de 

plusieurs autres questions d'actualité au sujet des effets de l'entraînement sur le 

métabolisme hépatique du glucose. Une première application serait bien entendu l'étude 

des mécanismes par lesquels l'entraînement stimule la néoglucogénèse à paair du 

lactate-pynivate, du glycérol ainsi que du DHA. 11 serait également intéressant de voir 

comment l'entraînement affecte la néoglucogénese dans les cellules périportales et 

périveineuses puisque cette question est totalement inconnue. E n f ' ,  l'étude des 

mécanismes par lesquels l'entraînement augmente la sensibilité au glucagon serait une 

autre application intéressante car les mécanismes potentiels sont encore mal connus. 

L'entraînement pourrait accroîue le nombre et/ou la sensibilité des récepteurs hépatiques 

au glucagon il pourrait également affecter des étapes situées en aval des récepteurs 

telles la synthèse de I'AMPc ou bien celle de la PK qui est une cible importante du 

gtucagon. 
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