
 
Direction des bibliothèques 
 
 
 
AVIS 
 
Ce document a été numérisé par la Division de la gestion des documents et 
des archives de l’Université de Montréal. 
 
L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité 
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce 
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de 
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.  
 
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit 
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le 
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être 
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.  
 
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des 
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées 
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien 
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant. 
 
NOTICE 
 
This document was digitized by the Records Management & Archives 
Division of Université de Montréal. 
 
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license 
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in 
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and 
research purposes. 
 
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral 
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor 
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without 
the author’s permission. 
 
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact 
information or signatures may have been removed from the document. While 
this may affect the document page count, it does not represent any loss of 
content from the document.  

 
 
 



Université de Montréal 

GL YCATION NON ENZYMATIQUE DES PROTÉINES ENDOTHÉLIALES 

AU COURS DU DIABÈTE 

par 

Teodora Avram Mihalache 

Département de Pathologie et biologie cellulaire 
'-

Faculté de Médecine 

Mémoire présenté à la Faculté des études supérieures 

en vue de l'obtention du grade de Maître ès Sciences (M. Sc.) 

en biologie cellulaire 

©Teodora A vram Mihalache, Août, 2007 

2008 JAN . . , fi 



Université de Montréal 

Faculté des études supérieures 

Ce mémoire intitulé: 

GLYCATION NON ENZYMATIQUE DES PROTÉINES ENDOTHÉLIALES 

AU COURS DU DIABÈTE 

Présenté par: 

Teodora A vram Mihalache 

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes: 

Docteur Moïse Bendayan ...................................... Président-rapporteur 

Docteur Jacques Paiement .................................... Membre du. jury 

Docteur Lucian D. Ghitescu ................................. Directeur de recherche 

11 



III 

RÉSUMÉ 

La glycation des protéines intracellulaires représente un mécanisme possible de la 

pathologie cardiovasculaire associée au diabète. Cette hypothèse considère que 

l'attachement covalent, post-traductionnel, du glucose aux résidus aminés des protéines 

(principalement lysine) induit une altération de la structure et de la fonction de certaines 

protéines clés du métabolisme ou de la signalisation cellulaire. La cellule endothéliale 

possède des transporteurs du glucose dont l'activité n'est pas modulée par l'insuline; 

l 'hyperglycémie diabétique conduira à une augmentation de la concentration intra 

endothéliale de glucose et accéléra donc le processus de glycation intracellulaire. 

Le but du projet est d'identifier les protéines des cellules endothéliales ciblées par la 

glycation, dans un modèle de diabète expérimental induit chez le rat par la streptozotocine. 

L'outil principal est un anticorps capable de reconnaître spécifiquement, par 

immunobuvardage, le produit de condensation non enzymatique glucose-lysine. Nous 

avons trouvé que le poumon, le tissu le plus vascularisé, représente, à l'exception des 

globules rouges, l'organe où le processus de glycation se déroule avec une intensité 

maximale. 

Une méthode de purification des cellules endothéliales, utilisant des anticorps contre 

l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) attachés aux particules magnétiques de 4 

!lm à été mise au point. Le caractère endothélial des cellules ainsi purifiées a été validé par 
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immunofluorescence avec des anticorps anti CD34 (un antigène pan endothélial) et par 

immunobuvardage avec anti-ACE. Le niveau de glycation des protéines endothéliales est 

deux fois plus élevé que celui détecté dans l'homogénat total de poumon, ce qui témoigne 

du fait que l'endothélium représente une cible préférentielle pour le processus de glycation. 

La séparation des protéines endothéliales par électrophorèse bidimensionnelle et 

l'immunobuvardage avec des anticorps anti-glucitollysine nous a permis de détecter 

plusieurs spots, intensément glyqués. Les plus abondantes de ces protéines ont été 

identifiées par spectrométrie de masse. 

MOTS CLÉS: diabète, endothélium, poumon, glycation, produits de glycation précoce et 

avancée 
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ABSTRACT 

The glycation of intracellular proteins represents a possible mechanism in the 

cardiovascular pathology associated the diabetes. This hypothesis considers that the post 

transductional, covalent attachment of glucose to the amino residues of the proteins (mainly 

lysine) induces a structural and functional alteration of certain key proteins of the 

metabolism or/and cellular signalling. The endothelial glucose transporters are not 

modulated by insulin; the diabetic hyperglycaemia leads to an increase in the intra­

endothelial concentrations of glucose and thus accelerates the process of intracellular 

glycation. 

The objective of this project is to identify endothelial cells proteins targeted by 

glycation, in a model of experimental diabetes induced, in the rat, by streptozotocin. The 

principal tool is an antibody able to specifically recognize, by immunoblotting, the product 

of noenzymatic condensation between glucose- lysine. We found that the lung, the most 

vascularized tissue, represents, except for the red blood cells, the organ where the process 

of glycation proceeds with a maximum intensity. 

A method of purification of the endothelial cells, using antibodies against the 

angiotensin conversion enzyme (ACE) attached to magnetic micro particles was developed. 

The endothelial character of the cells thus purified was validated by immunofluorescence 

with antibodies anti CD34 (a pan endothelial antigen) and by immunoblotting with anti 
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ACE. The level of glycation ofthe endothelial proteins is twice higher than that detected in 

the total homogenate of lung, which testifies the fact that the endothelium represents a 

preferential target for the process of glycation. The separation of endothelial proteins by 

two-dimensional electrophoresis and the immunoblotting with anti-glucitollysine antibodies 

enabled us to detect several intensely glycated spots. The most abundant of these proteins 

were identified by mass spectrometry. 

KEY WORDS: diabetes, endothelium, lung, early glycation, glycation end products. 
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INTRODUCTION 

Le diabète constitue un problème majeur de santé publique en raison de la gravité de 

ses complications. Une glycémie toujours élevée cause des dommages à long terme et 

provoque la dysfonction de divers organes comme les reins, les yeux, les nerfs, le cœur et 

les vaisseaux sanguins. En effet le diabète est associé à un groupe hétérogène de maladies, 

les angiopathies diabétiques représentant une cause de mortalité particulièrement grave. Un 

mauvais contrôle glycémique constitue un important facteur de risque dans la pathogenèse 

des complications chez les patients diabétiques. (UKPDS, 1998) 

Le but de ce projet est d'identifier les protéines des cellules endothéliales qui sont 

ciblées par la réaction de glycation au cours du diabète. 

A. LE DIABETE sucRÉ ET SES COMPLICATIONS 

A.1. Le diabète 

Le diabète sucré est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie 

chronique. Cette hyperglycémie résulte d'une carence en insuline et/ou une diminution de 

la sensibilité tissulaire â cette hormone. L'insuline est la seule hormone hypoglycémiante 

de l'organisme. Elle est sécrétée par les cellules bêta des îlots de Langerhans du pancréas et 

aide à convertir le glucose en énergie. L'insuline agit sur la grande majorité des cellules en 

se liant à son récepteur et provoquant une cascade d'événements cellulaires qui aboutissent 
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à la pénétration du glucose dans les cellules cibles. L'action tissulaire de l'insuline peut se 

résumer de la manière suivante: 

- elle stimule l'absorption du glucose sanguin par les tissus dits insulino-dépendants 

(muscles squelettiques, cellules des graisses et du foie) 

- elle inhibe la production du glucose (glycogénolyse) dans le foie et la lipolyse dans les 

adipocytes 

- elle facilite la synthèse du glycogène et des triglycérides dans le foie et le tissu adipeux 

pour stocker ainsi le glucose en excès. 

Il y a plusieurs formes de diabète: le type 1, le type 2 et le diabète gestationnel. Le 

diabète de type 1 et de type 2 sont les deux formes les plus répandues de cette affection 

chronique et touchent environ 10% respectivement 90% de la population des personnes 

diabétiques (Agence de santé publique du Canada). 

A.I.1. Le diabète însulino-dépendant 

Le diabète de type 1 ou le diabète insulino-dépendant (DID) est aussi appelé le 

diabète juvénile. C'est une maladie auto-immune, caractérisée par la destruction de la 

cellule bêta des îlots de Langerhans du pancréas. Elle est associée à la production 

d'anticorps dirigés contre différents auto-antigènes des cellules bêta: gangliosides, 

sulfatides, acide glutamique, insuline, etc. (Gillard et al., 1989; Andersson, Buschard et 

Fredman, 2002; Buschard et al., 2005). 
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La carence profonde en insuline est responsable d'une hyperglycémie, qui découle 

d'une augmentation de la production hépatique de glucose (par l'augmentation de la 

néoglucogenèse et de la glycogénolyse) d'une diminution de l'utilisation périphérique du 

glucose, accompagnée d'une augmentation de la lipolyse périphérique. Elle provoque 

également l'afflux d'acides gras libres vers le foie et une diminution de l'anabolisme 

protéique. La cétogenèse hépatique (acide acéto-acétique, acide B-hydroxy-butyrique, 

acétone) est accrue par l'afflux d'acides gras libres, la carence insulinique et l'excès de 

glucagon (Beylot ,1996). L'excrétion urinaire des corps cétoniques sous forme anionique 

favorise la perte de cations (Na+, K+) et l'ionisation des corps cétoniques entraîne un apport 

massif d'ions H+ responsable de l'acidose (Marré, 1997; Char/en et Frackelton, 2005). 

Une cause possible de diabète de type 1 est la susceptibilité des gènes du complexe 

d'histocompatibilité de classe II qui prédisposent l'individu au développement d'une 

réponse auto-immunitaire contre les cellules pancréatiques bêta. Certairis facteurs 

environnementaux nocifs tels que les toxines et les virus sont considérés comme de causes 

possibles du diabète de type 1 (Muir, Schatz et Maclaren, 1992). 

A.1.2. Le diabète non insulino-dépendant 

Le diabète non insulinodépendant (DNID) ou le diabète de type 2 représente 90% des 

cas de diabète et apparaît chez l'homme vers l'âge de 40 ans. Le diabète de type 2 présente 

une pathologie plus complexe, qui inclut une perte de la sensibilité tissulaire à l'insuline 

(insulino-resistance) et une anomalie dans sa sécrétion en réponse au glucose. A ce trouble 

du métabolisme glucidique, s'associent des troubles complexes du métabolisme lipidique. 
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Les causes du DNID sont liées à des facteurs génétiques et à des facteurs 

environnementaux comme l'excès de poids et une alimentation déséquilibrée associée au 

sédentarisme (Pirart, 1977). 

Il Y a presque 90 ans, la découverte de l'insuline a permis pour la première fois de 

traiter le diabète. Cette maladie autrefois mortelle est présentement une maladie chronique 

avec de nouvelles perspectives de traitement. Aujourd'hui, on espère que la régénération 
( 

endocrine du pancréas par la transplantation des cellules souches embryonnaires 

productrice d'insuline soit une technique capable de guérir le diabète (Ibii et al., 2007). 

Malheureusement, sans connaître les causes exactes de l'apparition du diabète il demeure 

impossible de le prévenir. 

Un facteur important commun aux deux types de diabète est l'hyperglycémie. Un 

taux élevé de glucose dans le sang entraîne une altération du milieu intracellulaire et peut 

provoquer des dommages spécifiques pour chaque tissu{ Dans ce travail nous avons 

montré que la cellule endothéliale grâce à sa position à l'interface entre le sang et les tissus 

est une cible préférentielle de glycation qui représente un mécanisme possible de la 

pathologie vasculaire associée au diabète. 

A.2. Les complications liées au diabète 

Les complications les plus fréquentes du diabète qui entraînent les séquelles les plus 

graves se retrouvent au niveau des vaisseaux sanguins. Ces complications sont dues à des 
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modifications structurelles et fonctionnelles des gros (macroangiopathie) et des petits 

vaisseaux (microangiopathie) de certains tissus. 

A.2.1. Les complications macrovasculaires 

La macroangiopathie diabétique correspond à l'ensemble des lésions artérielles, 

secondaires au diabète. Il s'agit des dommages aux grandes artères menant au cerveau, au 

cœur, aux jambes et aux pieds. Elle consiste essentiellement en une athérosclérose 

accélérée conduisant à un risque accru d'accidents cardiovasculaires et constitue la 

première cause de mortalité au cours du diabète (Leutenegger, 1995). 

La paroi de l'artère normale est constitué'de trois tuniques: l'intima (comprenant 

l'endothélium et le tissu conjonctif sous endothélial), la media (séparée de l'intima par la 

limitante élastique interne) et l'adventice. La première étape de l'athérosclérose consiste 

dans la pénétration passive et l'accumulation des lipoprotéines de basse densité (LDL) dans 

l'intima. Les dysfonctions de l'endothélium sont en rapport avec la présence des LDL 

oxydés et entraînent des phénomènes de vasoconstriction anormale en réponse aux stimuli 

qui normalement déclenchent une vasodilatation artérielle (ex: l' acethylcoline) ainsi que 

l'accumulation des cellules spumeuses, la prolifération des cellules musculaires dans 

Pintima et l'inflammation. On peut noter que les maladies coronariennes sont la principale 

cause de décès chez les diabétiques et que le diabète demeure avec l'hypertension un des 

plus importants facteurs de risques d'accidents vasculaires (plus de 60 % des diabétiques en 

souffrent) (Wilson, Anderson et Kannel, 1986). 
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A.2.2. Les complications microvasculaires 

La microangiopatie diabétique consiste en altérations structurelles et fonctionnelles 

des petits vaisseaux de diamètre inférieur à 20llm (artérioles, capillaires, veinules). Les 

complications microvasculaires se manifestent à long terme et sont identifiées 

cliniquement dans les vaisseaux sanguins de la rétine, des reins et des nerfs. 

A.2.2.1. La rétinopathie touche 97 % des diabétiques de type 1 et 80% de ceux qui 

souffrent du diabète de type 2 (Moss, Klein et Klein, 1998). Elle est la principale cause de 

cécité chez les adultes (Fang et al., 2004). Cette maladie se caractérise par une atteinte 

progressive, structurale et fonctionnelle des microvaisseaux rétiniens. Dans les capillaires 

de la rétine, le rapport normal péricytes/cellules endothéliale est de 1: 1. On pense que 

l'exceptionnelle durée de vie des cellules endothéliales de la microvascularisation 

rétinienne soit liée à ce rapport. Après quelques années de diabète le rapport 

péricytes/cellules endothéliales, baisse jusqu'à 1:4 - 1: 10. La disparition des péricytes est 

accompagnée d'une prolifération endothéliale intense, donc une neovascularisation, de la 

formation des microanévrismes, d'une hypertrophie de la membrane basale et d'une 

augmentation de la perméabilité capillaire (Yamagishi et Imaizumi, 2005). La glycation des 

protéines au niveau de la cornée conduit à la formation d'agrégats de hauts poids 

moléculaires qui réfléchissent la lumière. La conséquence clinique sera l'apparition de 

cataracte qui entraîne finalement la cécité (Monnier, 1993). 

A.2.2.2. La néphropathie diabétique est la complication la plus sévère liée au diabète et 

conduit progressivement à une insuffisance rénale grave. Au niveau glomérulaire, la 
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néphropathie diabétique est causée par une altération structurale de la membrane basale, 

due à une augmentation de la quantité de collagène de type IV (Bendayan, 1985; Kim et al., 

1991; Fukui et al., 1992; Roy, Maiel/o et Lorenzi, 1994; Doucet et al., 2000) et à une 

diminution de la quantité de protéoglycanes (Parthasarathy et Spiro, 1982; Rohrbach et al., 

1982). La quantité de la fibronectine ne semble pas être modifiée au cours du diabète 

(Shimomura et Spiro, 1987), tandis que certaines études soutiennent une augmentation 

(Rohrbach et al., 1982) et d'autres une diminution de la quantité de laminine au cours du 

diabète (Shimomura et Spiro, 1987). La synthèse réduite de protéoglycanes d'héparan 

sulfate entraîne une diminution de la quantité des charges négatives de la membrane basale 

et compromet la capacité de celle-ci de restreindre le passage des molécules anioniques 

(Kanwar et al., 1983; Rohrbach, 1986; Kobayashi et al., 1989; Moriya et al., 1993; 

Tamsma et al., 1994). 

Non seulement la quantité, mais aussi la distribution spatiale des composants de la 

membrane basale sont altérées au cours du diabète (Desjardins et Bendayan, 1990; Inoue et 

Bendayan 1995). Ce réarrangement de la structure de la membrane basale serait 

responsable des altérations fonctionnelles de celle-ci (Bendayan, Gingras et Charest, 1986; 

Desjardins et Bendayan, 1990), particulièrement de l'augmentation de la perméabilité 

glomérulaire au cours du diabète. 

A.2.2.3. La neuropathie diabétique est une complication d'une pathogénie très complexe. 

Elle se développe au cours des 10 premières années du diabète chez 40 à 50 % des 

personnes diabétiques de type 1. L'hyperglycémie chronique est un facteur important qui 

induit des altérations des fibres nerveuses et des microvaisseaux des nerfs, et se traduit par 
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une perte sensorielle au niveau des pieds. La neuropathie peut causer des ulcères à 

l'extrémité du pied diabétique, aboutissant parfois à l'amputation (l'ooke et Brash, 1996). 

Bien qu'il y ait eu des progrès significatifs dans les aspects cliniques, beaucoup des 

questions demeurent sans réponse en termes de cause, facteurs de risque, susceptibilité 

génétique, traitements et restauration efficace des fonctions des nerfs, et gestion de la 

douleur. 
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Des études effectuées au cours du temps ont montré qu'il y a une concordance certes 

entre l'hyperglycémie chronique et le développement des complications micro et 

macrovasculaires dans le diabète de type 1 et de type 2. Quelques mécanismes moléculaires 

ont été proposés pour expliquer l'initiation et la progression des lésions vasculaires 

(Wautier et Guillausseau, 1998; Setter, Campbell et Cahoon, 2003; WolfG, 2005): 

1) l'hyperactivité de la sorbitol-aldose réductase, 

2) l'hyperactivité des différentes isoformes de la protéine kinase C (PKC), 

3) l'augmentation du stress oxydatif, 

4) l'augmentation de la glycation des protéines avec la formation irréversible et 

l'accumulation des produits terminaux (avancés) de glycation (PTAG) dans les tissus 

(Fig. 1). 
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Figure 1: Mécanismes biochimiques susceptibles d'expliquer la relation entre 

l'hyperglycémie (et l'augmentation de la concentration intracellulaire de glucose) et les 

complications vasculaires associés au diabète (angiopathies). La production des radicaux 

libres semble jouer un rôle central dans cette relation (Image modifiée après Defraigne, 

2005), 

B.l. La voie métabolique des polyols 

Les cellules utilisent le glucose comme source d'énergie, mais l'excès du glucose 

entre normalement dans la voie métabolique des polyols où le glucose est réduit en sorbitol. 

La réaction de transformation du glucose en sorbitol est catalysée par l'enzyme aldose 

réductase (AR). Elle est une oxydoréductase cytosolique avec une faible affinité pour le 



11 

glucose et, par conséquent, la quantité de sucre suivant cette voie est très réduite chez les 

personnes ayant une glycémie normale. Dans un environnement hyperglycémique, la 

concentration intracellulaire élevée de glucose induit une conversion accrue du glucose en 

sorbitoL L'oxydation de NADPH en NADP+ accompagne cette réaction. L'épuisement de 

NADPH diminue la production intracellulaire de glutathion réduit et d'oxyde nitrique. 

Celle-ci altère la capacité de la cellule endothéliale de répondre aux défis oxydatifs et de 

jouer son rôle modulateur dans la vasodilatation (Green, Lattimer et Sima, 1988) (Fig.2). 

A son tour, le sorbitol est oxydé en fructose par l'enzyme sorbitol dehydrogénase 

(SDH), avec la réduction concomitante du NAD + en NADH (Brownlee, 2001). Un niveau 

élevé de NADH stimule la formation de lactate qui est un signe de pseudo-hypoxie 

(Ziyadeh., 1995). En même temps une diminution de NAD+ entraîne une augmentation du 

triosephosphate (Williamson et al., 1993) ayant comme effet une augmentation de la 

production de methylglyoxal, le précurseur d'un activateur de la protéine kinase C, le 

diacylglycérol (DAO) (voir plus loin). 
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Figure 2: La production de sorbitol et de fructose à partir de glucose, par la voie des 

polyols. La superproduction de NADP+ et de NADH, conduit à l'augmentation du stress 

oxydatif avec des conséquences sur la prolifération cellulaire, l'apoptose et les 

complications vasculaires (Image modifiée après Benhamou, 1991) 

De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer l'effet nocif de 

l'hyperglycémie par la voie du polyol. Le premier mécanisme suppose que le sorbitol 

accumulé à l'intérieur des cellules peut induire un stress osmotique parce qu'il ne peut pas 
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traverser facilement la membrane plasmique. Un autre mécanisme suggère qu'il y a une 

diminution de l'activité de Na+fK+-ATPase. L'hyperglycémie augmente l'activité 

cytosolique de la phospholipase A2, qui induit la formation de deux inhibiteurs de Na + fK+­

ATPase: l'arachidonate et la prostaglandine E2 (PGE2) (Xia, Kramer, et King, 1995). 

Jusqu'à présent quelques inhibiteurs d'aldose réductase ont été synthétisés et testés: 

sorbinil, statil, tolrestat, et zopolrestat (Kador, Robison et Kinoshita, 1985; Dvornik, 1992; 

Tsai et Burnakis, 1993,' Pfeifer, Schumer et Gelber, 1997), mais l'utilisation de ces 

inhibiteurs dans les études cliniques est limitée par leur grande toxicité. 

B.2 L'activation de la protéine kinase C 

L 'hyperglycémie peut conduire à une formation accrue de diacylglycerol (DAG), ce 

qui entraîne une activation de la protéine kinase C (PKC). Les anomalies vasculaires qui en 

résultent sont traduites dans une augmentation de la perméabilité vasculaire par des 

changements au niveau des jonctions interendothéliales (Way, Katai et King, 2001), une 

altération de la traduction du signal et dans un épaississement de la membrane basale. La 

grande famille des protéines kinases C comprend plusieurs isoformes, dont PKCp2 est 

dominante au niveau des cellules endothéliales, du muscle lisse et de la rétine (lnoguchi et 

al., 1992 ; Kunisaki et al., 1994). L'activation de la voie de DAG-PKC détermine 

l'augmentation de la perméabilité vasculaire par plusieurs mécanismes, dont la 

phosphorylation des protéines du cytosquelette (le caldesmon, la vimentine, la taline et la 

vinculine) et la surexpression du TGFp et du VEGF, dans les cellules endothéliales 

(Williams et al., 1997; Way, Katai et King, 2001). A son tour, le TGFp détermine la 

surexpression des composants de la matrice extracellulaire ce qui conduit à 
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l'épaississement de la membrane basale endothéliale au cours du diabète. Il a été démontré 

que les inhibiteurs de PKC diminuent l'expression de TGF~ et empêchent l'expansion du 

mésangium dans la néphropathie diabétique (Ishii, Koya et King, 1998). La ruboxistaurin, 

un inhibiteur de la PKC~2, a été utilisée dans la normalisation de la dysfonction 

endothéliale chez les patients diabétiques (Lang, 2007). Également, l'augmentation de la 

perméabilité vasculaire induite par le VEGF peut être corrigée par le L Y333531, un autre 

inhibiteur de PKC~ (Brownlee, 2001). 

B.3 Le stress oxydatif 

L'état diabétique est accompagné d'un stress oxydatif accru et d'un taux élevé des 

radicaux libres dérivés de l'oxygène (ROS) (Stehouwer et al., 1997). Les ROS sont générés 

par plusieurs voies biochimiques, étroitement liées à l'hyperglycémie: l'autooxydation du 

glucose, la voie des polyols, la synthèse des prostanoïdes et la formation des produits de 

glycation nonenzymatique. (Gugliano, Paolisso et Ceriello, 1996; De Vriese et al., 2000). 

Le stress oxydatif détermine un surcroît de la concentration intracellulaire de Ca2
+, qui 

détermine une augmentation de la perméabilité endothéliale par plusieurs voies: des 

réarrangements du cytosquelette, l'activation de l'eNOS ou du PKC (Shasby et al., 1985; 

Yuan et al., 1993; Siflinger-Birnboim et al., 1996; Williams et al., 1997). Le rôle du stress 

oxydatif dans la dysfonction endothéliale diabétique justifie les approches thérapeutiques et 

préventives de la micro angiopathie par des agents anti-oxydants. L'administration à long 

terme d'un régime antioxydant empêche le développement de la rétinopathie diabétique 

chez les rats (Kowluru, 2001; Kowluru, Tang et Ken, 2001) et l'administration de la 
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vitamine C préserve la capacité vasodilatatrice de l'endothélium chez les patients 

diabétiques (Ting et al., 1996). 

Au niveau moléculaire, des données récentes démontrent que l'excès de glucose 

modifie l'expression des nombreux gènes et induit des mutations dans l'ADN mitochondrial 

(Fischel-Ghodsian, 2001). 

B.4. La glycation des protéines 

B.4.1. L'origine des produits de glycation 

Une des conséquences essentielles de l'hyperglycémie est la glycosylation non­

enzymatique ou la glycation des protéines. Le phénomène de glycation est le résultat de la 

fixation d'un sucre réducteur (hexoses comme: glucose et fructose; pentoses comme: ribose 

et xylulose; galactose, mannose, ascorbate) sur le groupe NH2 libre de différents molécules: 

protéines, acides nucléiques et lipides. En ce qui concerne les protéines, la cible principale 

pour ces modifications postraductionnelles est le groupe E-NH2 des lysines et le groupe 

guanidine des arginines. Dans le cas du glucose et du fructose les produits ainsi formés sont 

des glucosylamines, et des fructoselysines respectivement (Henle et Miyata, 2003). En effet 

cette réaction comporte trois étapes: la formation d'une base Schiff, le réarrangement 

Amadori et la formation des produits terminaux de glycation (Fig. 3). 

a) La première étape comporte la formation réversible d'une base de Schiff, labile, 

par la combinaison de la fonction aldéhyde ou cétone du sucre avec les résidus aminés des 

protéines. 
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b) L'étape d'Amadori se caractérise par des réarrangements moléculaires à 

l'intérieur de la base Schiff aboutissant à des produits plus stables que les bases Schiff-Ies 

produits Amadori. Cette réaction arrive à l'équilibre après quelques semaines (Brownlee, 

Cerami et Vlassara, 1988). Cette étape dépend de la concentration du sucre, de la réactivité 

de celui-ci, de la durée de vie des protéines et caractérise les protéines d'une demi-vie brève 

ou intermédiaire. Un exemple en ce sens est l'hémoglobine, dont la forme glyquée 

augmente significativement au cours du diabète. 

c) Dans une troisième étape, des réactions de cyclisation, oxydation et dehydratation 

moléculaire irréversibles, conduisent vers les produits terminaux (avancés) de glycation 

(PTAG) ou produits de Maillard (en mémoire du découvreur de ces composés). Ils ont une 

couleur jaune-brune, sont insolubles et parfois fluorescents. Le taux de formation de ces 

composants est indépendant de la concentration en sucre du milieu, mais dépend de la 

durée de l'hyperglycémie et de la durée de vie des protéines. Ces produits s'accumulent 

dans les tissus des personnes diabétiques et concernent particulièrement les protéines d'une 

demie vie prolongée, comme le collagène (Meng et al. 1996), le cristallin (Van Boekel et 

Hoenders, 1992) et les histones (Gugliucci, 1994; Gugliucci et Bendayan, 1995). 
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Figure 3: Schéma simplifié des étapes de formation des produits avancés de glycation. Ce 

schéma comporte seulement une des multiples réactions qui conduisent vers la multitude 

des produits avancés de glycation (toujours incomplètement caractérisés). 

(Image modifiée après Ahmed et Thornalley, 2007). 
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Un meilleur contrôle glycémique au cours du diabète diminue la formation des 

produits de glycation mais n'empêche pas l'accumulation des produits terminaux de 

glycation. Le concept de mémoire hyperglycémique illustre cet aspect et se rapporte à la 

persistance ou à la progression des altérations micro vasculaires, même après la 

normalisation de la concentration de glucose. L'exemple le plus saisissant est le cas des 

yeux des chiens diabétiques. Après 2.5 ans d'hyperglycémie les yeux de ces animaux 

préservaient leur aspect histologique normal, mais ils développaient une rétinopathie grave 

au cours d'une période subséquente, malgré le retour de la glycémie à la normale 

(Engerman et. Kern, 1987). Les résultats épidémiologiques indiquent que la mémoire 

hyperglycémique est présente également chez les patients humains. À présent nous 

ignorons totalement le mécanisme biologique ou moléculaire responsable de ce 

phénomène. 

B.4.2 Les produits terminaux, avancés de glycation (PT AG) 

Les PT AG sont des molécules complexes et hétérogènes qui ont la tendance de 

former des agrégats protéiques (cross-linking). Les produits avancés de glycation sont 

d'une part le résultat final de la réaction de Maillard, et d'autre part le résultat de la 

glycation auto-oxydative (glycoxydation) des monosaccharides. (Wolff SP et Dean, 1987). 

La nourriture serait une source exogène de PT AG mais sa signification dans la pathologie 

diabétique demeure peu claire jusqu'à présent (Cerami et al., 1997). Tel que déjà dit, les 

PT AG sont particulièrement présents sur les protéines de longue durée de vie telles les 

protéines de la matrice extracellulaire, mais ils ont été détectés également sur des protéines 

intracellulaires (Giardino, Edelstein et Brownlee, 1994). 
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De nombreux types de PT AG ont été détectés dans les tissus: 

- des PT AG fluorescents capables de former des liaisons croisées entre les protéines, tels la 

pentosidine (McCance et al., 1993) et la crossline, identifiées pour la première fois dans les 

reins des rats diabétiques (Obayashi et al., 1996). La dégradation d'ADN et d'ARN produit 

du ribose libre qui représente une source pour la formation de la pentosidine (Booth et al., 

1997). 

- des PTAG nonfluorescents comme les dilysines, l'imidasolium, alkyl formyle glycosyle 

pyrrole, et arginine-Iysine imidazole (Frye et al., 1998; Farmer, Ulrich et Cerami, 1988; 

Al-Abed et Bucala, 2000). 

- des PT AG qui s'attachent aux protéines sans former des liaisons croisées: la pyralline et 

N-carboxymethyllysine (CML) (Smith et al., 1994; Reddy et al., 1995). La CML se forme 

par l'oxydation des produits Amadori et pendant l'oxydation des acides gras polyinsaturés 

en présence des protéines. La CML est le principal produit de glycation avancé détecté in 

vivo (Reddy et al., 1995). Très intéressant, le taux sérique de CML est augmenté chez les 

patients avec une rétinopathie, tandis que chez les patients atteints d'une néphropathie il 

reste inchangé. Toutefois le taux de la pentosidine est élevé dans les deux cas (Miura et al., 

2003). Ceci suggère que le rôle des PT AG dans la pathogenèse des complications 

diabétiques pourrait varier d'un organe à l'autre. 

Trois mécanismes ont été proposés jusqu'à date pour expliquer les effets délétères des 

PT AG au niveau de différents tissus: la formation des agrégats protéiques, leur 

accumulation intracellulaire et la liaison des PT AG aux récepteurs spécifiques (Sing et al., 

2001). Les cellules possèdent de multiples récepteurs pour les PTAG: les récepteurs 

«éboueurs» ou «poubelles» (scavenger) de types 1 et II des macrophages, la galectine 3 

(PTAG-R3), l'oligossacharyl transferase-48 (PTAG-R1) et le récepteur RAGE qui est mieux 
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caractérisé dans la littérature (Stern et al., 2002). RAGE est un récepteur multi ligand, 

membre de la superfamille des immunoglobulines qui se trouve à la surface des cellules du 

muscle lisse, des macrophages, des cellules épithéliales et endothéliales et des astrocytes. 

Les autres ligands qui peuvent stimuler RAGE sont: les cytokines proinflarnmatoires, 

l'amphoterine, l'amyloïde- ~ et autres protéines fibrillaires (Hudson et al., 2003). 

L'expression des RAGEs augmente dans les cellules au cours du diabète et au cours du 

processus inflammatoire. Les RAGEs fonctionnent comme un récepteur de transduction de 

signal pour le CML (Kislinger et al., 1999). Au niveau des macrophages, l'interaction des 

PTAG avec le RAGE cause du stress oxydatif et l'activation du facteur nucléaire de 

transcription-KB (NF-KB) par la voie de la MAP kinase (Yan et al., 1994) ce qui entraîne 

une altération profonde dans l'expression des gènes. 

Des études in vitro ont montré qu'au cours d'une longue incubation des protéines 

avec différents sucres, les AGEs ont la tendance à se développer en agrégats de haut poids 

moléculaire (Boulanger, Dequiedt et Wautier, 2002; Cervantes-Laurean et al., 2005). Le 

matériel récolté des animaux diabétiques, et étalé par électrophorèse contient également des 

agrégats protéiques. Dans les tissus des animaux diabétiques des accumulations d'épitopes 

spécifiques aux PTAG ont été démontrées, particulièrement la carboxyméthyllysine (CML) 

et la pentosidine (Sell et Monnier, 1998; Ling et al., 1998). Cette dernière est responsable 

de la formation des agrégats protéiques qui s'accumulent dans la cellule au cours du temps 

(Horie et al., 1997; Ling et al., 1998; Nakamura et al., 2003). Il a été montré que les PT AG 

résistent à la dégradation protéolytique. En plus, dans les animaux diabétiques l'activité 

hydrolytique des protéasomes est altérée (Portero-Otin et al., 1999), phénomène qui 

favoriserait l'accumulation intracellulaire des protéines glyquées. Une avenue intéressante à 

explorer serait de voir si la glycation nuit à l'ubiquitination des protéines et donc 

empêcherait leur dégradation par les protéasomes. 
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C. LA BIOLOGIE ET LA MORPHOLOGIE DE LA CELLULE ENDOTHELIALE 

Au début des recherches sur le système cardiovasculaire l'endothélium était considéré 

comme une simple membrane inerte séparant le sang du tissu et impliquée dans la 

perméabilité des vaisseaux sanguins seulement. L'accumulation et l'approfondissement des 

connaissances dans le domaine de la biologie et pathologie vasculaires ont conduit à une 

vue beaucoup plus complexe sur la cellule endothéliale. On attribue aujourd 'hui à 

l'endothélium une cohorte de fonctions vasculaires essentielles , autres que le simple 

contrôle de la perméabilité: la commande de la contraction / relaxation des cellules 

musculaires vasculaires, le recrutement des leucocytes et des cellules cancéreuses au cours 

de la formation des métastases, le métabolisme des lipoprotéines et d'autres molécules du 

sang, le maintient de l'équilibre sang fluide / coagulation et le développement du réseau 

vasculaire (le processus d'angiogenèse). Cette complexité pousse certains chercheurs à 

traiter l'endothélium comme un organe en soi, disséminé dans touts les tissus du corps (à 

l'exception du cartilage). 

Chez une personne adulte l'ensemble des vaIsseaux sanguIns comporte envIron 

6xlO13cellules endothéliales qui pèsent jusqu'à 1 kg, et couvrent une superficie d'environ 

5000 m2 (Tortora et Grabowski, 1993; Augustin, 1994). Les cellules endothéliales sont des 

cellules polygonales allongées dans la direction du courant sanguin. Leur taille varie en 

fonction du segment vasculaire qu'elles occupent et se situe entre 25 à 40 !lm de longue et 

10 à15 !lm de large (Simionescu M et Simionescu N, 1988). Des différences notables dans 

l'ultrastructure des cellules endothéliales des capillaires sanguins, ont conduit à leur 

classification en endothélium de type continu, fenêtré et discontinu. On sait également que 

les cellules endothéliales manifestent une hétérogénéité fonctionnelle importante. D'un 

organe à l'autre et entre les différents segments vasculaires (artère-capillaire-veine) il y a 
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des particularités notables de réponse endothéliale à des facteurs vasoactifs ou induisant des 

pathologies. Cette hétérogénéité, structurelle et fonctionnelle, des cellules endothéliales, 

reflète évidement une expression différentiée de gènes sous le contrôle des facteurs 

environnementaux locaux qui restent, pour l'instant, inconnus. 

C.l. L'origine de la cellule endothéliale 

Au cours du développement fœtal les cellules endothéliales dérivent des cellules 

mésenchymateuses. Des angioblastes libres apparaissent initialement dans le mésoderme et 

s'organisent par la suite en un réseau tubulaire primaire au cours d'un processus appelé 

vasculogenèse (Caplice, et Doyle, 2005). La différenciation d'une cellule mésodermique en 

cellule endothéliale comporte plusieurs étapes avec des mécanismes moléculaires encore 

inconnus, mais ce qui semble acquis aujourd'hui est l'existence d'une cellule précurseur 

intermédiaire, appelée hémangioblaste, ayant un potentiel de différenciation soit en cellule 

endothéliale, soit en cellule hématopoïétique. Le facteur de croissance vasculaire VEGF 

(vascular endothelial growth factor) et son récepteur tyrosine kinase représentent une voie 

de signalisation cruciale dans la différentiation des cellules endothéliales et le 

développement du système vasculaire (Risau, 1997). 

Le processus d'angiogenèse représente un mécanisme de neovascularisation prenant 

naissance à partir d'un réseau capillaire qui est déjà existant. Au cours de l'angiogenèse ce 

sont les cellules endothéliales différenciées elles-mêmes qui, par mitose, vont fournir la 

matériel nécessaire à la croissance progressive du réseau vasculaire. L' angiogenèse est 

indispensable au développement embryonnaire mais, elle est également impliquée comme 

facteur essentiel dans la croissance des tumeurs solides. 
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C.2. Les fonctions de la cellule endothéliale 

Grâce à sa position stratégique à l'interface entre la circulation sanguine et les tissus, 

la cellule endothéliale est en mesure d'interagir avec et 1 ou de modifier les éléments 

cellulaires et solubles du sang. Cette localisation rend possible à la cellule endothéliale de 

fonctionner comme transmetteur ou modulateur de signaux chimiques et mécaniques, entre 

la circulation sanguine et l'autre cellule importante de la paroi vasculaire, la cellule 

musculaire lisse. 

C.2.1. Le rôle de l'endothélium dans la perméabilité vasculaire 

La cellule endothéliale est polarisée, avec une face luminale directement exposée au 

sang, et une face abluminale en contact avec la membrane basale et le liquide interstitiel du 

tissu irrigué. Cette polarisation permet à l'endothélium de jouer des rôles importants dans 

les échanges entre le sang et le tissu, en déterminant la direction du transport des molécules, 

soit du front luminal vers les tissus, ou bien du front abluminal vers la lumière vasculaire 

(Simionescu Met Simionescu N, 1984; 1991; Simionescu M, Gafencu et Antohe, 2002). 

La composition de la membrane plasmique des cellules endothéliales diffère entre les 

deux côtés (Stolz et Jacobson, 1992; Soltau, Zhou, Laughlin, 1993; Roberts et Sandra, 

1993; Tewes et Galla, 2001) luminal et abluminal et cette différence est maintenue par la 

présence des jonctions serrées du coté latéral (Simionescu M, Gafencu et Antohe, 2002). La 

surface luminale est en contact direct avec toutes les molécules pressentes dans la 

circulation sanguine. Elle est recouverte d'une mince couche de 15 jusqu'à 40 nm 
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d'épaisseur, appelée glycocalyx (Luft, 1966), formée des chaînes oligosaccharidiques, des 

glycosaminoglycanes, glycoprotéines, glycolipides et protéines intrinsèques de la 

membrane cellulaire endothéliale. La présence de sialoconjugués dans le glycocalyx fait en 

sorte que la surface luminale des cellules endothéliales est négativement chargée 

(Simionescu M, Gafencu et Antohe, 2002). Le glycocalyx se continue au niveau des 

vésicules plasmalemmales et des canaux transendothéliaux. Il est plus épais à la surface des 

vésicules recouvertes de clathrine et les diaphragmes des fenestrations et n'existe pas au 

niveau des jonctions (Simionescu N, 1983). 

Le transport endothélial de molécules plasmatiques est un processus essentiel dans le 

maintien de l'homéostasie, ayant une importance vitale pour toutes les cellules de 

l'organisme. Au cours du temps les composants structuraux de la cellule endothéliale qui 

rendent possible le transport des molécules ont été définis comme: les cavéoles, les canaux 

transendothéliaux, les organites vésiculo-vacuolaires (VVOs) les fenestrations et les 

jonctions interendothéliales (Karnovsky, 1967; Laliberté et al., 1978; Bendayan, 1980; 

Bendayan et al., 1986; Milid et al., 1987; Ghitescu et Bendayan 1992; Horvat et Palade, 

1993; Bendayan et Rasio, 1996; Predescu et al., 1998; Bendayan, 2002). 

Le système tubulo-vésiculaire, formé par les cavéoles, les canaux transendothéliaux et 

les VVOs représenterait la voie de transport pour les grandes et les petites molécules 

(Bendayan, 2002). Par contre, seulement les molécules qui ont moins de 3000 Da peuvent 

pénétrer les jonctions (Bendayan, 2002). 
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L'hypothèse du transport transendothélial via les cavéoles: Les cavéoles sont présentes 

dans la majorité des cellules. Les cellules endothéliales, les cellules épithéliales 

pulmonaires, les adipocytes, les fibroblastes et les cellules musculaires lisses contiennent 

un nombre particulièrement grand de cavéoles (Shaul et Anderson, 1998; Smart et al., 

1999). Par contre, elles ne sont pas présentes dans les globules rouges, les plaquettes et les 

lymphocytes (Fra et al., 1994). Dans certaines cellules endothéliales, les caveoles 

(vésicules plasmalemales) en communication avec la surface cellulaire ou libres dans le 

cytoplasme occupent environ 20% du volume de la cellule (Predescu et Palade, 1993). 

En général les cavéoles sont pourvues d'un diaphragme fibrillaire, mince, d'environ 

5-6 nm qui à une symétrie radiale. Les diaphragmes des cavéoles sont absents au niveau de 

l'endothélium continu du muscle, du cœur, de la peau et du cerveau, mais sont présents 

dans l'endothélium continu du poumon et dans l'endothélium fénestré et discontinu (Stan et 

al., 1999; Stan, 2002). Le diaphragme des cavéoles contient très peu d'acide sialique (Stan, 

2002) ce qui explique leur électroneutralité (Simionescu M, 1981). 

Le concept de transport vésiculaire transendothélial a été énoncé en 1968 par Palade 

qui a suggéré que les macromolécules plasmatiques migrent d'un front endothélial à l'autre 

via les cavéoles. Plusieurs études ont renforcé le rôle des cavéoles dans le transport de 

différents marqueurs au travers de l'endothélium (Bruns et Palade, 1968; Ghitescu et al., 

1986; Ghitescu et al., 1988; Ghitescu et Bendayan 1992; Predescu D et Palade 1993; 

Predescu D et al., 1994; Predescu et al., 1998,· Predescu S, Predescu D et Palade G, 

2001). Récemment, l'analyse des cavéoles endothéliales isolées, a révélé que ces vésicules 

plasmalemmales possèdent les éléments moléculaires de la machinerie générique du trafic 
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vésiculaire (dynamine, SNAP) (Predescu S, Predescu D et Palade, 2001). Le modèle de la 

«navette» des cavéoles entre les deux fronts de la cellule endothéliale comporte plusieurs 

étapes: 

- l'invagination de la membrane endothéliale et la formation du puit; 

- le détachement des cavéoles par le pincement de la membrane endothéliale, processus 

appelé fission; 

- la migration des cavéoles au travers de la cellule; 

-l'interaction spécifique avec la membrane cible, par un processus appelé «accostage» 

(docking) et 

-la fusion avec la membrane cible pour décharger le contenu vésiculaire. 

Ce processus de transport transcellulaire des macromolécules hydrosolubles via les 

vésicules plasmalemmales s'appelle transcytose (Simionescu N, 1979, a). Le processus se 

retrouve dans la majorité des cellules épithéliales, incluant les cellules endothéliales 

(Mostov et Simister, 1985). 

La transcytose peut être réalisée aussi bien par un mécanisme non-spécifique que 

spécifique, médié par des récepteurs. La transcytose non-spécifique est le mécanisme par 

lequel les cavéoles transportent les macromolécules (en phase fluide) d'un front à l'autre de 

la cellule, sans aucune sélection. Ce type de processus a été identifié en utilisant des 

marqueurs injectés in vivo, comme le glycogène, le dextran et la ferritine qui ne réagissent 

pas avec les molécules présentes à la surface des cavéoles. La transcytose non-spécifique 

dépend de la différence de concentration des macromolécules entre les deux compartiments 

séparés par la cellule endothéliale, ainsi que du volume du transporteur (Simionescu M, 
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Gafencu et Antohe, 2002). La transcytose spécifique représente le processus par lequel les 

molécules cargo se lient à des sites spécifiques ou à des récepteurs, localisés au niveau des 

cavéoles, avant d'être internalisées. Plusieurs protéines plasmatiques emprunte cette voie: 

le LDL (Vasile et Simionescu, 1985; Hashida et al., 1986), l'albumine (Ghitescu et al., 

1986; Simionescu Met Simionescu N, 1986), la transferrine (Jefferies et al., 1984; Soda et 

Tavasso/i, 1984), la ceruloplasmine (lrie et Tavassoli, 1986), les immunoglobulines 

(Simionescu M, Gafencu et Antohe, 2002), l'insuline (King et Johnson, 1985). 

Ce modèle est opposé à d'autres hypothèses qui soutiennent que les cavéoles sont des 

structures statiques, connectées de manière permanente à la membrane plasmique, qui 

génèrent un système interconnecté d'invaginations (Bundgaard, Frolgaer-Jensen et Crone, 

1979; Frolgaer-Jensen, 1980). Occasionnellement, ce système complexe d'invagination 

fusionne simultanément avec les deux fronts de la mince cellule endothéliale pour former 

des canaux hydrophiles reliant la lumière du vaisseau sanguin à l'espace interstitiel. 

L'hypothèse du transport via les canaux transendothéliaux et les vésicules 

plasmalemmales: Bendayan et Rasio ont observé la présence d'un système tubulaire au 

niveau des cellules endothéliales des vaisseaux du rete mirabile de l'anguille. Ils ont 

suggéré que cette structure pourrait être le principal responsable du transport 

transendothélial des macromolécules plasmatiques dans ce lit vasculaire (Bendayan et 

Rasio, 1996). D'autres études ont montré aussi la présence de courts canaux 

transendothéliaux qui se forment par la fusion de deux ou plusieurs vésicules 

plasmalemmales et qui permettent le passage des traceurs macromoléculaire au travers le 

corps de la cellule endothéliale (Simionescu N, Simionescu Met Palade G, 1978; Milid, 
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Furie et Carle y, 1985; Hart et Pino 1986; Wagner et Chen ,1991). Il a été également 

suggéré (Stan et al., 2002) que les échanges transendothéliaux ont lieu via les vésicules 

plasmalemmales, mais face à une demande d'augmentation du transport, les canaux 

transendothéliaux peuvent s'ajouter comme voie supplémentaire. En accord avec cette 

hypothèse, au niveau de l'endothélium continu de l'endocarde, après 6 mois de diabète 

s'observent des vésicules plasmalemmales fusionnées et des canaux transendothéliaux 

(Popov et al., 1996). 

Le transport au travers des fenestrations: Les fenestrations sont des structures qui se 

retrouvent dans les capillaires de certains lits vasculaires - muqueuse intestinales, la plupart 

des glandes à sécrétion endocrine, le thymus (qui d'ailleurs sécrète des facteurs de 

croissance pour les thymocytes) et le rein. Il est intéressant de noter que dans ces organes il 

y a un transport important de matériel de l'interstice vers le sang, mais le rôle des 

fenestrations dans cette direction reste complètement obscur. Les fenestrations (fenêtres) 

sont des pores ovales de 60 à 100 nm de diamètre, qui traversent le corps aminci de la 

cellule et qui sont fennés par un diaphragme qui ressemble à celui des cavéoles (bouton 

central et minces fibres radiales). Des études faites il y a trois décennies (Simionescu N, 

1979, b) ont démontré que ces diaphragmes possèdent, sur leur front sanguin une très forte 

concentration des charges électriques négatives qui proviennent de l 'héparane sulfate. 

Évidement, une telle barrière électrique empêche le passage des molécules plasmatiques, 

majoritairement anioniques au travers des espaces libres de la fenestration. Il est important 

de souligner que le diaphragme des fenêtres ne possède pas une telle distribution de charge 

à son front tissulaire. La signification de ce fait nous échappe pour le moment. 

Probablement, les fenêtres laissent passer des petites molécules, neutres du point de vue 
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électrique, comme les hormones dans les capillaires des glandes endocrines ou des 

peptides, des acides aminés, des sucres de petite taille fraîchement absorbés par la 

muqueuse intestinale. Il est également intéressant de noter que, dans les capillaires 

glomérulaires du rein, les fenêtres des cellules l'endothéliales sont dépourvues de 

diaphragme. Içi le rôle de barrière électrostatique est rempli par la membrane basale de ces 

cellules (Bendayan, Gingras, Charest, 1986; Desjardins et Bendayan, 1989). Encore plus 

notable, dans le même organe, l'endothélium des capillaires péri tubulaires regagne leur 

diaphragme dans le contexte d'un transport de matériel du tissu vers le sang (la 

réabsorption dans les tubules rénaux) 

L'hypothèse du système de transport paracellular via des jonctions 

interendothéliales: Les cellules endothéliales sont unies latéralement par des jonctions 

serrées (appelées aussi étanches ou occlusives), des jonctions adhérentes (zonula adherens), 

et des jonctions communicantes (gap). Pour l'endothélium capillaire, les jonctions serrées 

sont caractéristiques, mais la présence de jonctions communicantes (gap) n'a pas été 

confirmée (Simionescu M, Gafencu et Antohe, 2002). Les fentes qui existent entre les 

cellules endothéliales adjacentes, même si fermées par les jonctions serrées, sont toujours 

considérées comme une voie potentielle de passage de solutés du sang vers l'espace sous­

endothélial. Le transport se ferait donc de manière passive, non- sélective, simplement par 

le jeu des pressions hydrostatiques et osmotiques à travers la barrière endothéliale 

(Weinbaum, Tsay et Curry, 1992; Michel et Curry, 1999). En dépit du fait que des études 

de microscopie électronique faites avec des traceurs de différentes tailles n'ont pas réussi à 

les surprendre dans l'espace jonctionnel, la théorie du transport des macromolécules 

plasmatiques par les jonctions interendothéliales est particulièrement favorisée par les 



30 

physiologistes, probablement à cause du fait qu'elle offre une modélisation mathématique 

beaucoup plus facile par rapport au transport vésiculaire, actif et sélectif. Un compromis 

entre les deux tendances accepte que l'eau et les solutés de taille inférieure à 6 nm 

traversent la barrière endothéliale par les jonctions, tandis que les macromolécules 

emprunteraient la voie vésiculaire (Simionescu M, Gafencu et Antohe, 2002). 

C.2.2. Le rôle de l'endothélium dans le recrutement des leucocytes 

L'inflammation représente un processus complexe qui comporte la vasodilatation, l' 

hyperperméabilité vasculaire (œdème) et une activation endothéliale qui aboutit au 

recrutement des leucocytes. En général les cellules endothéliales interagissent avec les 

différents éléments figurés du sang via les molécules d'adhésion. Trois types de molécules 

de surface sont impliquées dans l'interaction entre les leucocytes et les cellules 

endothéliales: les sélectines, les molécules d'adhésion de la superfamille des 

immunoglobulines et les intégrines. L'expression de ces molécules au cours du processus 

inflammatoire varie de manière spécifique en fonction du lit vasculaire et de l'agent 

pathogène. 

Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires qui contiennent dans leur 

domaine extra cytoplasmique des séquences de type lectine, capables de reconnaître des 

déterminants olygosaccharidiques. Trois variétés de sélectines sont présentement connues : 

le E- sélectine, présent exclusivement sur les cellules endothéliales activées, la P-sélectine 

propre aux plaquettes sanguines et à l'endothélium et la L-sélectine- localisée seulement à 

la surface des leucocytes activés (Ley et al., 1995). Suite à l'activation des cellules 
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(endothélium ou leucocytes) les sélectines sont induites et leur apparition à la face extra 

cytoplasmique de la membrane plasmique est rapide (quelques minutes). Elles lient des 

ligands qui contiennent des parties de type glycane, particulièrement des variantes de la 

structure sialyl-Lewis X (tetrasaccharide responsable du groupe sanguin) (McEve, 2002). 

Ce ligand se trouve sur les glycolipides des leucocytes et, sous la forme de la glycoprotéine 

Psgl-l (P-sélectin glycoprotéine ligand 1), à la surface de l'endothélium. Ainsi, les cellules 

endothéliales et les leucocytes activés trouvent sur leur partenaire d'interaction les 

molécules complémentaires pour faire la liaison. La liaison intercellulaire qui en résulte est 

hautement spécifique mais faible, ce qui permet au leucocyte, dans cette première étape 

d'interaction avec l'endothélium de «rouler» à la surface de celui-ci (Bevilacqua et Nelson, 

1993; Tedder et al., 1995). 

Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires qui forment des 

hétérodimers par l'association de deux sous unités distinctes a et ~. Particulièrement 

importantes dans l'adhésion des cellules (endothéliales inclues) à leur membrane basale, 

elles transmettent à l'intérieur de la cellule des signaux de l'extérieur, par leur association 

avec les éléments du cytosquelette (Hynes, 1992). Selon les connaissances actuelles, 

seulement les intégrines des leucocytes interviennent au cours du recrutement de ceux-ci 

par l'endothélium, en tant que ligands pour des molécules endothéliales d'adhésion 

appartenant à la superfamille des immunoglobulines (Shimaoka et Springer, 2003). 

Les membres les plus importants de la famille d'immunoglobulines qui interviennent 

dans les interactions cellules endothéliales-leucocytes sont les ICAM-l, ICAM-2 

(intercellular adhesion molecule-l,2), et VCAM-l (vascular cell adhesion molecule-l). 



32 

ICAM-I est fortement exprimé par les cellules endothéliales activées par des cytokines ou 

par les contraintes de cisaillement local, mais ne se trouvent qu'en faibles quantités dans les 

cellules endothéliales au repos. Il semble que ICAM-I exerce un contrôle dans 

l'arrangement des filaments d'actine (Wang et Doerschuk, 2001). ICAM-2 est 

'principalement trouvé dans les cellules endothéliales au repos, ainsi que dans les 

leucocytes, et son expression n'est pas augmentée par l'activation des cellules. (Springer, 

1995). VCAM-I se lie aux intégrines a4~1 des leucocytes. Il est exprimé à la surface des 

cellules endothéliales activées et est absent des cellules endothéliales au repos (Bevilacqua 

et Nelson, 1993). L'expression de VCAM-I est réglée par les médiateurs de l'inflammation 

(les cytokines) et diminue lorsque la cellule est soumise à des contraintés de cisaillement 

(Elices et al., 1990; Chan et al., 1992). 

C.2.3. La cellule endothéliale et le tonus vasculaire 

Dans les segments artériels et veineux, le tonus vasculaire résulte d'un équilibre 

constant entre la contraction et la relaxation des cellules musculaires lisses. Deux sources 

de commande et de contrôle de la vasodilatation et de la vasoconstriction sont connues: (a) 

l'innervation directe des cellules musculaires de la média et (b) des signaux chimiques 

synthétisés et sécrétés par les cellules endothéliales et agissant sur les cellules musculaires. 

Les cellules endothéliales sont capables de produire des facteurs vasodilatateurs et 

vasoconstricteurs en réponse aux substances neurohormonales (acétylcholine, bradykinine, 

adénosine triphosphate, thrombine) (Galzi et Changeux, 1992) véhiculées par le sang, et 

aux stimuli physiques tels que les forces de cisaillement. Les segments artériels sont 

constamment exposés aux forces hémodynamiques d'amplitudes, fréquences et directions 

différentes. Ces forces comportent un composant perpendiculaire à la surface des parois 
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vasculaires (pression statique) ayant une variation cyclique, et d'une force de cisaillement, 

parallèle à l'axe du vaisseau et qui naît de la friction entre le courant sanguin et la cellule 

endothéliale. Cette force de cisaillement hémodynamique (shear stress) est mesurée par la 

force de friction exercée sur l'unité de surface. Elle est directement proportionnelle avec la 

viscosité du sang et inversement proportionnelle avec le diamètre des vaisseaux sanguins 

ayant des valeurs de 1-6 dynes/cm2 dans le système veineux, et de 10-70 dynes/cm2 dans le 

système artériel (Benson, Nerem, et Pedley, 1980; Davies et al., 1995; Malek et al., 1999). 

C.2.3.1. Les facteurs de vasodilatation: Suite à la stimulation par l'acétylcholine ou par la 

bradykinine, les cellules endothéliales sécrètent plusieurs catégories des molécules 

vasodilatatrices. Parmi celles-ci le plus important est l'oxyde nitrique (NO) qui est 

synthétisé dans la cellule endothéliale par une réaction catalysée par l'enzyme eNOS (Jaffe, 

1987; Radomski, Palmer et Moncada, 1987; Palmer, Ferrige et Moncada, 1987). 

Initialement nommé facteur de relaxation dérivé de l'endothélium (EDRF -endothelium 

derived relaxing factor) ce radical libre, une fois généré, peut diffuser vers les cellules 

musculaires lisses et activer la guanylate cyclasse, une enzyme produisant de la guanosine 

monophosphate cyclique (cGMP) (Fleming et Busse, 1999). Ce messager secondaire est 

capable d'induire dans les cellules musculaires vasculaires un état de «relaxation active» 

traduit par une diminution de la sensibilité de l'appareil contractile au Ca2
+ (Carvajal et al., 

2000). 

L'endothélium produit aussi la prostacycline (PGh), un autre vasodilatateur important 

qUI active dans les cellules musculaires lisses, l'adénylate cyclasse et augmente la 

concentration de cAMP (adénosine monophosphate cyclique) avec le même effet que la 
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cGMP (guanidine monophosphate cyclique). La prostacycline est un vasodilatateur d'une 

courte demi-vie, actif dans tous les lits vasculaires (FitzGerald, 1981). 

Le facteur d'hyperpolarisation dérivé de l'endothélium (EDHF) représente un 

régulateur important du tonus et de la réactivité vasculaire. Particulièrement actif dans les 

petits vaisseaux, il produit l 'hyperpolarisation de la membrane plasmique de la cellule 

musculaire lisse, ce qui réduit l'activité des canaux de calcium dépendants du voltage et 

limite l'entrée du calcium dans les cellules (Félétou et Vanhoutte, 2000). Par conséquent, 

les cellules musculaires sont maintenues en état de relaxation. 

C.2.3.2. Les facteurs de vasoconstriction: Les cellules endothéliales ne synthétisent pas 

uniquement des vasodilatateurs. Elles peuvent participer à une réponse contractile 

essentiellement exercée par trois molécules. L'une est l'endothéline-l, synthétisée 

principalement par les cellules endothéliales tandis que deux autres variantes, 

l'endothéline-2 et 3 sont synthétisées par les cellules rénales et celles du système nerveux. 

Parmi les trois isoformes, l' endothéline-l est la plus puissante vasoconstricteur, avec un 

potentiel 10 fois supérieur à celui de l'angiotensine II (Bagnall et Webb, 2000). La 

stimulation des cellules musculaires lisses par l'endothéline-1 provoque une réponse 

contractile ainsi qu'une réponse proliférative. Il est important de remarquer que les forces 

de cisaillement jouent aussi un rôle primordial dans la régulation de l'expression du gène 

codant pour l' endothéline-l. 

Dans la circulation, la molécule d'angiotensinogène (d'origine hépatique) est 

transformée sous l'action de la protéase rénine (origine rénale) en angiotensine I. À son 
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tour, l'angiotensine l perd un dipeptide sous l'action de l'enzyme de converSlOn de 

l'angiotensine, localisée particulièrement à la membrane plasmique de l'endothélium 

pulmonaire, et devient l'angiotensine II. Ce puissant vasoconstricteur agit par le biais d'un 

récepteur situé à la surface des cellules musculaires lisses. Il se trouve aussi dans les reins, 

le cœur, le foie et le cerveau (Wiemer et al., 1991). 

Autres facteurs de contraction dérivés de l'endothélium (EDCFs) et ayant une origine 

lipidique sont représentés par des prostanoïdes tels que la prostaglandine H2 et le 

tromboxane A2 qui activent des récepteurs spécifiques et induisent une vasoconstriction 

(Luscher, 1990). Les stimuli pour la production d'EDCFs sont l'hypoxie, la pression 

sanguine et plusieurs médiateurs neurohumoraux (Shimokawa, 1999). 

C.2.4. La cellule endothéliale et la coagulation 

À l'état normal, la cellule endothéliale a des fonctions anticoagulantes qui empêchent 

la formation de la thrombine, mais la cellule peut rapidement changer son état et faciliter 

les mécanismes de coagulation et la formation de thrombine (Crossman et Tuddenham, 

1990). 

C.2.4.1. L'activité anticoagulante: Dans une situation normale, la cellule endothéliale 

représente une protection efficace contre la thrombose. Elle forme une barrière entre le sang 

et le tissu sous-endothélial hautement thrombogène. L'endothélium a la capacité de 

produire localement la prostacycline (PGIz), un puissant inhibiteur de l'agrégation des 

plaquettes et de leur adhérence à endothélium. La thrombine, une fois fixée à la 
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thrombomoduline - une protéine de surface exprimée par l'endothélium - devient capable 

d'activer la protéine C qui inhibe l'activité des facteurs de coagulation V et VII. La 

thrombine active aussi la synthèse et la libération de l'activateur du plasminogène tissulaire 

(tP A), qui est impliqué dans la lise de la fibrine (Crossman et Tuddenham, 1990). 

C.2.4.2. L'activité procoagulante: La coagulation se produit en grande partie sur la 

surface vasculaire par l'intermédiaire d'une cascade d'activation thrombotique. La rupture 

vasculaire induit l'activation successive de certains serines proprotéinases, menant par la 

suite à un dégagement de la thrombine et à la formation du caillot. Dans les individus en 

bonne santé, cette cascade est étroitement réglée pour empêcher la perte de sang et pour 

éviter les caillots inadéquats (Davie, 2003). 

Les cellules endothéliales synthétisent et libèrent le facteur V de la coagulation, 

activent le facteur XII et expriment à leur surface des sites de liaison pour les facteurs IX et 

X, éléments clés de la coagulation. Les cellules endothéliales expriment aussi une 

glycoprotéine membranaire, le facteur tissulaire (Tf), qui est le cofacteur du facteur de 

coagulation VIla. Ces deux activent ensemble la voie extrinsèque de la coagulation 

(Crossman et Tuddenham, 1990). 

Un autre paramètre de qui dépend l'état de coagulation est le facteur von Willebrand 

(vWF). Synthétisé par l'endothélium et par les megakariocytes il est impliqué dans 

l'adhésion des plaquettes sanguines à la membrane basale endothéliale dénudée et conduite 

à la formation du thrombus (Naruse et King, 2001). Il est stocké dans les corpuscules 

Wiebel-Palade et il est sécrété à la face abluminale des cellules endothéliales lésées. Les 
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corpuscules de Weibel - Palade, détectables seulement en microscopie électronique, sont 

en petit nombre, ou même absents, au niveau des capillaires par rapport aux veines et 

artères, où ils abondent (Simionescu Met Simionescu N, 1984). 

C.3. L'hyperglycémie et le transport endothélial du 

glucose 

La glycation des protéines intracellulaires dépend de la concentration cytosolique de 

glucose. Comme la bicouche lipidique est imperméable aux sucres, la manière par laquelle 

les cellules captent les sucres nécessaires à leur métabolisme est par l'entremise des 

transporteurs transmembranaires. Jusqu'à date on connaît deux catégories des transporteurs 

pour le glucose: Na+ dépendants (SGLT), avec une distribution limitée aux cellules 

épithéliales intestinales (Kimmich, Carter-Su et Randles, 1977) et Na + indépendantes 

(GLUTs). 

Les transporteurs GLUTs facilitent le transport du glucose de la circulation sanguine 

jusqu'au tissus cibles (principalement les cellules musculaires et le tissu adipeux) suivant 

son gradient (Kahn et al., 1992). Actuellement, cinq isoformes sont connues: les GLUT 1-4 

et le GLUTs, un transporteur de fructose. 

GLUT 1 est exprimé dans les érythrocytes et dans les cellules endothéliales (Kraegen 

et al., 1993). Des études effectuées sur les glomérules rénaux suggèrent que la 

surexpression de GLUT 1 soit impliquée dans les événements pathologiques de la 

néphropathie diabétique (Moutzuris et al., 2007). Ceci pourrait donc être une explication 
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possible pour l'augmentation du taux du glucose intracellulaire dans l'endothélium des 

personnes hyperglycémiques. 

GLUT2 est un transporteur du glucose présent dans les cellules du foie, de l'intestin, 

du rein, et dans les cellules bêta du pancréas. Il fonctionne en tant qu'élément sensible au 

glucose dans les cellules bêta du pancréas et dans le transport basolatéral des cellules 

épithéliales intestinales qui absorbent le glucose ingéré avec la nourriture. 

GLUT3 est exprimé principalement dans des neurones et, ensemble, GLUT1 et GLUT3 

permettent au glucose de franchir la barrière hémato-encéphalique et entrer dans les 

neurones. 

GLUT4 est le transporteur sensible à l'insuline présent dans le muscle strié et dans le 

tissu adipeux. Contrairement aux autres isoformes de GLUT qui sont principalement 

localisées à surface des cellules, les protéines du transporteur GLUT 4 sont séquestrées dans 

des vésicules spécialisées de stockage qui, en condition normale, restent à l'intérieur des 

cellules. Quand le niveau postprandial de glucose monte, l'augmentation de l'insuline dans 

la circulation, active des cascades de signalisation qui ont comme conséquence la 

translocation de GLUT4 à la membrane plasmique. Ce processus est réversible et sensible à 

la diminution d'insuline en circulation. Les transporteurs GLUT4 sont enlevés de la 

membrane plasmique par endocytose et sont réutilisés. Sur le sujet de la translocation de 

GLUT4 dans la membrane plasmique différents auteurs suggèrent deux vois distinctes: une 

dépendante de l'insuline et une autre activée pendant l'ischémie (Davey, et al., 2007). 
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C.4. Dysfonctions endothéliales dans le diabète 

Les fonctions des cellules endothéliales sont multiples et implique des actions 

physiologiques spécifiques (vasoconstriction/vasodilatation, stimulation et inhibition de la 

croissance cellulaire, inflammation et hémostase), une définition exacte du 

dysfonctionnement endothéliale ne couvre la totalité des anomalies possibles dans leur 

activité normale. Les changements qui interviennent dans le fonctionnement de ces 

cellules, comporte en principal, une augmentation (ou une diminution) du messager 

chimique correspondant avec altération de leur effet moléculaire. En même temps la 

cellule endothéliale affecte l'activité normale d'autres types cellulaires, comme les cellules 

de la circulation sanguine (les plaquettes, les leucocytes et les macrophages) ainsi que la 

cellule musculaire lisse, les pérycites rétiniennes et les cellules mésangiales rénales. 

Une hyperglycémie à long terme, conduirait à une diminution de la production des 

vasodilatateurs, et/ou une stimulation de la production des vasoconstricteurs (augmentation 

de l'endothelin-l) ainsi qu'une augmentation de la perméabilité des capillaires aux 

macromolécules. Des études effectuées dans notre laboratoire démontrent que dans 

l'endothélium capillaire alvéolaire, la densité des cavéoles et le volume partiel qu'elles 

occupent augmentent au cours du diabète (Pascariu, Bendayan et Ghitescu, 2004), ce qui 

suggère une transcytose intensifiée dans les capillaires alvéolaires. Cette affirmation est 

soutenue par le fait que les cytokines pro-inflammatoires comme interleukine -1 et TNF-a 

(tumor necrosis factor-alpha) stimulent la production de NFkb (necrosis factor), un 

promoteur du gène de la cavéoline-l (Ona et al., 2004; /wasaki et al., 2007). 
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Une augmentation de la concentration des protéines circulantes glyquées, pourrait 

être responsable des changements dans la perméabilité glomérulaire sélective, par 

l'altération de la structure du filtre glomérulaire (Londono et Bendayan, 2001). 

De nombreuses études, ont suggéré qu'une concentration élevée de glucose modifie 

les fonctions des cellules mésangiales. L'expansion mésangiale liée au diabète se 

caractérise par une hypercellularité, un épaississement des membranes basales et de la 

matrice extracellulaire (Mauer et al., 1984; Bendayan et al., 1986). En 1992, Wolf et al., 

ont démontré que la croissance des cellules mésangiales exposées à de fortes concentrations 

de glucose comporte une réponse biphasique: leur division est stimulée dans un premier 

temps, mais après la phase initiale de prolifération, les cellules entrent dans une phase 

d'hypertrophie avec une augmentation de la synthèse des protéines de la matrice 

extracell ulaire. 

Au cours du diabète un état pro-inflammatoire s'installe (Williams et Nadler, 2007). 

Dans la microvascularisation pulmonaire, cet état est caractérisé par une expression 

différente des molécules d'adhésion endothéliale. Deux types d'altération sont notées: des 

molécules d'adhésion dont l'expression augment avec l'hyperglycémie (ICAM-l, VCAM -

1, P-séléctine) et d'autres qui diminuent (CD34, PECAM-I, CEACAM et les intégrines aV 

et ~5). Ceci expliquerait peut être, l'intervention spatio-temporelle différente de ces 

molécules d'adhésion dans la migration transendothéliale des leucocytes. Ces résultats 

appartiennent a notre laboratoire (non publiés), et sont en accord avec d'autres données de 

la littérature indiquant que l'inflammation prend des facettes moléculaires et cellulaires 

spécifiques au tissu et au type d'inflammation (Muller et al., 2002). 
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Le diabète est un état d'hypercoagulabilité (Stegenga et al., 2006). Une possible 

explication résiderait dans la glycation de l'annexine II (Ghitescu, Gugliucci et Dumas, 

2001) - un récepteur pour l'activateur tissulaire du plasminogène (tP A) et pour le 

plasminogène. Une telle interaction amène le précurseur de l'enzyme de la fibrinolyse à 

proximité de son activateur et favorise le clivage du plasminogène en plasmine active. Il est 

supposé que la glycation du récepteur (annexine II) diminuerait la capacité de celui-ci 

d'amener en contact le tPA et le plasminogène, avec une réduction subséquente de la 

formation de la plasmine et donc une diminution de la capacité fibrinolytique du système 

(Gugliucci et Ghitescu, 2002). 
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D. LA DEGLYCATION DES PROTÉINES 

La conviction générale était que la seule macromolécule pour laquelle les cellules 

possèdent des mécanismes de réparation serait l'ADN. On considère que les autres 

macromolécules, particulièrement les protéines, une fois endommagées, sont détruites et 

remplacées par la synthèse de nova. Pourtant, quelques hypothèses portant sur de possibles 

mécanismes de réparation des protéines ont été récemment avancées. L'une d'entre elles 

concerne un système de «contrôle de qualité» déployé dans le réticulum endoplasmique et 

qui détecte, au cours des étapes précoces de la glycosylation enzymatique, les imperfections 

de structure secondaire de la protéine et recycle l'entière chaîne polypeptidique sans la 

dégrader (Chevet et al., 2001). Une deuxième hypothèse concerne le thème de ce mémoire 

et porte sur une stratégie développée par les cellules pour se défendre contre les effets 

délétères de l'hyperglycémie et de la subséquente glycation des protéines. En tant que 

modification posttraductionnelle, le processus de glycation sera confronté, dans le milieu 

intracellulaire, par deux mécanismes distincts de deglycation (pour l'instant hypothétiques) 

qui empêcheraient la formation ou l'accumulation des produits de condensation sucre­

protéines. 

D.l. La transglycation 

La transglycation est un nouveau concept qui suggère que les hydrates de carbone 

attachés aux protéines au cours du processus de glycation (fructosyllysine ou autres) 

peuvent être transférés, sans l'intervention d'enzymes, vers une catégorie de nucléophiles 
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intracellulaires comprenant les acides aminés libres et des peptides tels le glutathion, la 

camosine et l'ansérine. Ce transfert amènerait la protéine glyquée à son état initial (Fig.4). 

~-OH 

OH OH 

R + Lysine 
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Figure 4: Le processus de transglycation sans intervention enzymatique (Image modifiée 

après Szwergold, Howell et Beisswenger, Diabetes, 2001). 

L'hypothèse présume que la cellule se débarrasse par la suite des acides aminés 

glyqués ainsi formés par l'entremise des transporteurs de la membrane plasmique tels que 

la protéine de la résistance pléïotrope (multidrug resistance protein). Cette spéculation est 

soutenue par le taux élevé des sous-produits de transglycation de petite taille détectés dans 

le plasma et l'urine des patients diabétiques (Szwergold, 2005), même si, à notre avis, ceux-

ci peuvent provenir de la protéolyse des protéines glyquées. 

Le postulat du mécanisme de transglycation est particulièrement intéressant puisqu'il 

offre une stratégie possible d'intervention dans les complications diabétiques par des 
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approches diététiques ou pharmacologiques. Plusieurs accepteurs de la partie glucidique 

des protéines glyquées ont été étudiés, in vitro et in vivo. 

D.!.!. Le glutathion 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide formé d'acide glutamique, de cystéine et de 

glycine, présent dans le cytosol et les mitochondries des cellules de mammifères (Meister, 

1983). Le GSH est principalement synthétisé dans le foie et ensuite transporté aux tissus 

périphériques (Powers et Lennon, 1999; Coleman, 2000). Grâce à sa capacité de 

transporteur d'hydrogène il est un puissant antioxydant (Ji et al., 1998). La glutathion 

peroxydase (GSX) est une enzyme essentielle particulièrement dans le muscle squelettique, 

où, suite à l'effort physique, apparaît un important stress oxydatif et de peroxidation 

lipidique (Powers et Lennon, 1999; Coleman, 2000). La capacité réductrice globale de 

GSH diminue avec la présence des AGEs dans les cellules humaines de neuroblastome 

(Deuther-Conrad et al., 2001). Dans la même direction, la quantité d'hémoglobine glyquée 

augmente dans les cas de déficit de GSH et de glucose-6-phosphate déshydrogénase (Jain, 

1998). Le GSH peut empêcher le glycation des protéines du cristallin (Ajiboye et al., 1989) 

et il a été prouvé de renverser l'effet de la glycation précoce sur la myosine. (Étude in vitro 

sur la motilité des fibres des myosines - Ramamurthy, Jones et Larsson, 2003). 

D.1.2. La pyridoxamine 

La pyridoxamine est une des trois formes naturelles de la vitamine B6 et, en fait, un 

dérivé aminé de la pyridine. Les trois formes peuvent être transformées en pyridoxal 
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phosphate, la forme réellement active de la vitamine B6 (Sakurai et al., 1992). Les effets du 

pyridoxamine au cour du diabète sont multiples et sont liés à la prévention de la formation 

des produits de glycation avancée (Booth et al., 1997) et des dommages au niveau de 

mitochondries (Rogers, Higgins et Kline, 1986). La pyridoxamine empêche aussi la 

peroxydation des lipides (Nakamura, Kawakami et Yoshihiro, 2002), corrige la 

dyslipidémie dans les rats diabétiques et protége contre le développement des 

complications microvasculaires dans la rétinopathie et la neuropathie (Degenhardt, 

Alderson et Arrington, 2002). Le mécanisme par lequel la pyridoxamine empêche la 

formation des PT AG est encore non confirmé mais il semble que la pyridoxamine réagit 

avec des intermédiaires dicarbonylés pendant la formation des PTAG. Des expériences ont 

prouvé que la pyridoxamine empêche la formation des PT AG à partir de méthyleglioxal in 

vitro et in vivo (Nagaraj et al., 2002). 

D.1.3. La carnosine 

La camosine est un dipeptide naturel (~-alanyl-L-histidine) trouvé dans le cerveau, le 

cristallin, les muscles, en concentrations de jusqu'à 20 mM chez l'homme. Elle est 

considérée comme un agent de déglycation naturelle. La camosine a beaucoup de 

fonctions: de neurotransmetteur, d'immunomodulateur, de chélateur des ions des métaux, et 

d'antioxydant (Boldyrev et al., 1994) et elle peut retarder la sénescence des fibroblastes en 

culture (McFarland et Holliday, 1994). La camosine peut réagir préférentiellement avec 

des aldéhydes (malondialdéhyde) et protéger les protéines contre l'attaque des sucres 

réducteurs (Hipkiss et al., 1993). Sa structure est semblable aux séquences préférées de 

glycation dans les protéines (lysine-histidine). 
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D.1.4. La taurine 

La taurine ou l'acide 2-aminoethanesulfonique est un dérivé de la cystéine, présente 

en concentrations millimolaires dans le plasma, les cellules et le liquide interstitiel 

(Cuisinier, De Welle et Verbeeck, 2002). Parmi ses diverses fonctions physiologiques 

(Huxtable, 1992), la taurine possède une action antidiabétique (Goodman et Shibabi 1990); 

grâce à sa capacité antioxydante, elle protège les cellules contre les dommages des 

radicaux libres (Banks et al., 1992). Un taux réduit de taurine a été trouvé dans les patients 

avec une rétinopathie diabétique. L'administration orale de taurine empêche l'agrégation 

des plaquettes (Franconi, Bennardini et Mattama, 1995) et la formation des caillots dans la 

rétinopathie diabétique (Di Leo, Santini et Cercone, 2002). D'autres études cliniques avec 

la taurine ont été effectuées sur des patients avec neuropathie (Obrosova, Fathallah et 

Stevens, 2001) et néphropathie diabétique (l'rachtman, Del Pizzo et Futterweit, 1992). Les 

mécanismes moléculaires de l'action de la taurine sont peu connus, mais des études 

montrent que la taurine peut conduire à une diminution de la production de ROS par une 

réduction du niveau d'auto oxydation du glucose (Nandhini et Anuradha, 2003). Ces actions 

polyvalentes fournissent une raison suffisante pour considérer la taurine comme supplément 

potentiellement utile aux diabétiques. 

D.2. La deglycation enzymatique par la fructosamine-3 kinase 

La découverte, il y a 15 ans, dans le cristallin et les érythrocytes des anImaux 

diabétiques d'un dérivé inhabituel d'hexose- le fructose-3- phosphate (Petersen et al., 

1990; Szwergold, Kappel et Brown, 1993), a conduit à l'identification de l'enzyme 
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responsable de sa formation - la fructose-3- phosphokinase (Lai et al., 1993). L'enzyme, 

clonée et caractérisée, a pris donc le nom de fructosamine-3-kinase (FN3K) (Szwergold et 

al., 2001). L'ajout enzymatique d'un groupe phosphate dans la proximité du carbonyle 

(Fig. 5) a des conséquences négatives sur la stabilité du produit Amadori. Ainsi, la 

fructosyl-3 phosphate-lysine (FL3P) se décompose spontanément, en libérant un phosphate 

inorganique, le sucre en tant que 3-déoxyglucosone et la protéine déglyquée. 

1 0\ N,," " N c-c"" 
1 

(CHI)~ 
1 
Nli 
l 

Heli 
1 
C~O 
1 

HO-Cff 
1 

HC-OH 
• Hc-on 
1 

CH,OH 

FrpÇtQsçly5in~ 

ADP 

/1 0\ 
N ... l!_~ .. N 

1 
(Cil,), 

1 
NH 
1 

HCH 
\ ° 0.0 Il , 

'O-P-O-CH 
, 1 

,0 ne-ou 
i 

ItC-OH 
1 

cn.OH 

JiL3P 

11<:-0 
1 
(;.0-
1 

i'II, 
]I{;·(lll 

1 
I!Ç~OII , 
CII,OIl 

;.1·d!'IUYI;!' .ç.oS"1l1\ 

Figure 5: Le rôle catalytique de la FN3K dans la décomposition du fructoselysine (FL). La 

phosphorylation de FL en fructoselysine-3-phospahte (FL3P) est suivie de la formation de 

lysine, de 3-deoxyglucosone (3DG) et de phosphate anorganique (Pi) (Szwergold, 2001). 

La preuve que la FN3K est responsable de la déglycation des protéines a été fournie 

la première fois par Delpierre qui a montré que la quantité de FN3K baisse dans les 

érythrocytes incubées avec glucose (Delpierre et al., 2002; Delpierre et Van Schaftingen, 

2003). Les résultats récents obtenus chez les souris FN3K-1
- comparées aux souris de type 

sauvage démontrent une augmentation de 10 fois de la fructoselysine sous sa forme libre 
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dans les érythrocytes, le cerveau et le coeur, de 4 fois dans le foie et les muscles 

squelettiques, mais pas dans le sérum et le rein. 

L'étude sur les fibroblastes en culture soumis aux conditions qu'imitent les effets du 

diabète (hyperglycémie, hyperinsulinémie, activation d'interleukin-l~, et de NFKB) montre 

que l'ARN messager de la FN3K reste inchangé (Szwergold, 2004). D'autres études 

montrent que la FN3K agit seulement dans le milieu intracellulaire et qu'elle ne peut pas 

protéger les protéines extracellulaires contre l'effet de la glycation. (Veiga da-Cunha et al., 

2006). 
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E. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

La stratégie de l'approche expérimentale 

Au coeur de la partie expérimentale de ce projet se situe une méthode qui permet 

d'identifier les protéines qui portent des produits précoces de glycation, du genre 

glucytollysine. Cette méthode comporte la séparation des protéines par électrophorèse et la 

détection des espèces glyquées avec des anticorps dirigés contre les épitopes spécifiques 

aux produits précoces de glycation. 

Dans une première étape nous avons tenté de reconnaître les organes 

préférentiellement ciblés par le processus de glycation chez le rat diabétique. Ceci a été fait 

par l'analyse densimétrique comparative de l'intensité du signal immunochimique obtenu 

par l'immunobuvardage de l'ensemble des protéines provenant de différents organes. On 

pense qu'au cours de l'hyperglycémie chronique, propre au diabète, l'augmentation de la 

concentration intracellulaire de glucose entraînerait une intensification de la glycolyse, avec 

une hausse correspondante du taux de glucose-6-phosphate, un agent glycant plus puissant 

que le glucose. Par conséquent, notre étude a utilisé des anticorps capables de différencier 

entre la glucitollysine et la glucitol-6-phosphate lysine (G6P), dans le but de voir si ces 

deux sucres ont des contributions spécifiques dans la glycation de différents tissus. Les 

mêmes espèces protéiques sont ciblées par le glucose et G6P, mais la nature de ces 

protéines est spécifique à l'organe. Le glucose représente l'agent de glycation dominant. De 

manière surprenante, nous avons trouvé que, par rapport à la quantité totale de protéines, le 

poumon du rat diabétique contient des quantités de glucitollysine et G6P-Iysine 

comparables aux celles détectées dans le plasma sanguin. Le cœur le muscle squelettique et 
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le foie, organes mUnIS de riches lits vasculaires sont aussi intensément glyqués. Ces 

résultats suggèrent une corrélation entre le niveau de glycation d'un tissu et l'étendue de 

son réseau vasculaire et confirme notre hypothèse qu'au cours du diabète, les protéines des 

cellules endothéliales représentent une cible préférentielle de glycation. 

Vue la proportion importante de capillaires dans le parenchyme pulmonaire, nous 

avons isolé les cellules endothéliales de la vascularisation pulmonaire par une technique 

originale qui utilise l'immunosélection des cellules par des billes magnétiques recouvertes 

d'anticorps contre l'enzyme de conversion de l'angiotensine, protéine abondante à la 

surface de l'endothélium du poumon. Pour identifier les protéines endothéliales les plus 

fortement glyquées, nous avons combiné la séparation électrophorétique en deux 

dimensions, l'immunobuvardage avec les anticorps antiglucitollysine et l'analyse par 

spectrométrie de masse des protéines reconnues par ces anticorps. 

Nous avons essayé de reproduire le système de glycation in vivo, dans un modèle de 

cellules endothéliales en culture. La justification se base sur le fait que la glycation devrait 

dépendre seulement du taux de glucose et de la duré de vie des protéines intracellulaires 

(heures jusqu'à quelques jours, selon la littérature). Pourtant, le résultat de cette tentative a 

démontré que le modèle animal, in vivo est, dans ce cas, irremplaçable. 

Finalement, nous avons voulu vérifier, dans un modèle de glycation in vitro, si 

certains agents anti-glycants, connus pour prévenir ou diminuer la formation des PTAG 

sont également capables d'interférer avec l'étape première du processus de glycation: 

l'attachement covalent de sucres réducteurs aux protéines. 
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Modèle animal. L'étude a été faite sur dix rats males, Sprague Dawley, rendus diabétiques 

par l'injection unique, intrapéritonéale (i.p.) de streptozotocine (STZ), 70 mg/kg. Les 

animaux ont été maintenus hyperglycémiques pour une année. Pour chaque animal la 

glycémie a été mesurée à 48 heures après l'injection de STZ et juste avant le sacrifice, en 

utilisant le kit de GlycoTest II et la glycosurie a été surveillée de manière hebdomadaire, en 

utilisant des bandelettes Uriscan. Un nombre égal d'animaux normaux a été inclus dans le 

protocole expérimental en tant que contrôle. Les animaux ont eu libre accès au régime de 

diète standard et à l'eau. Toutes les expériences ont été entreprises avec l'approbation du 

Comité institutionnel de la déontologie pour l'expérimentation sur des animaux. 

Culture de cellules endothéliales. L'étude in vitro sur la glycation des protéines 

endothéliales a été réalisée sur de cellules endothéliales immortalisées de la lignée RBE4. 

Ces cellules proviennent de la microvascularisation de cerveau de rat (Durieu-Trautmann et 

al., 1993, Roux et al., 1984, 1989), et elles ont été utilisées entre les passages 37 et 41. Le 

milieu de culture a -MEM /Ham F10 (1:1) a été supplémenté avec 10% sérum fœtal de 

veau inactivé (30 min à 60°C), 2mM L-glutamine, 0.3 mg/mL généticine, 0.05 mg/mL 

gentamicine. Pour ralentir la vitesse de croissance et le renouvellement des cellules, le 

facteur basique de croissance des fibroblastes (bFGF), habituellement utilisé dans la culture 

de ces cellules, a été omis. 2 xl 08 cellules ont été transférées dans des plaques Pétri de 10 

cm de diamètre, recouvertes de collagène et cultivées dans une atmosphère de 95% air et 

5% CO2• Dans ces conditions la confluence est atteinte dans 7 jours. Pour détacher les 

cellules de la plaque, elles ont été soumises pour 10 min à 37°C à une solution de 0.25% 

trypsine dans a-MEM, sans sérum. Pour reproduire les conditions hyperglycémiques d'in 

vivo, les cellules endothéliales ont été cultivées pour des périodes allant jusqu'à 12 jours 
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dans un milieu contenant 30 mM D-glucose et leur niveau de glycation comparé à celui des 

cellules identiques exposées au milieu nonnal (5 mM glucose). 

Évaluation de la concentration des protéines. Pour un contrôle exact de la quantité des 

protéines utilisées on a mesuré leur concentration par la méthode «amidonoire», dans les 

échantillons préalablement solubilisés en 1 %SDS, bouillis et microcentrifugés (Schaffer et 

Weissmann, 1973). 

Électrophorèse unidimensionnelle. L'électrophorèse a été faite sur un système Mini­

Protean® II (BioRad Laboratoires). Les échantillons ont été solubilisés en tampon Laemmli 

(Laemmli UK, 1970), bouillis pendant 5 min et microcentrifugées pendant 10 min à 12 000 

rpm. Les surnageants ont été chargés sur des gels de 10% polyacrylamide. Pour visualiser 

le profil électrophorétique des protéines les gels ont été colorés à l'argent (Blum et al., 

1987). 

Détection des protéines glyquées par immunobuvardage. Après leur séparation par 

électrophorèse, les échantillons ont été transférés sur des membranes de nitrocellulose 

(porosité de 0,45 Ilm) dans un système Mini-Protean® II (BioRad Laboratoires), pendant la 

nuit, à 4°C et sous un voltage de 30 V. Les membranes ont été plongées pendant 15 min 

dans une solution de 50 mM borohydride de sodium (Sigma Aldrich) et ensuite bien lavées 

dans un tampon Tris-saline (TBS) pH 7.2. Cette étape de réduction est importante pour la 

transformation irréversible des produits instables de glycation précoce en des formes 

stables, détectables en immunobuvardage. Le blocage des sites d'interactions non 

spécifiques entre la membrane et les anticorps est réalisé avec une solution de 1 % lait 
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dégraissé en TBS pour Ih à la température ambiante. Les membranes ont été incubées avec 

les anticorps primaires anti-glucitollysine (1 : 2 000) ou anti-glucose-6-phosphate lysine 

(1 : 1 000), toute la nuit, à 4 oC. Les anticorps non liés ont été enlevés à l'aide de plusieurs 

lavages avec le TBS supplémenté avec 1 % Tween 20, étape suivie par une incubation 

d'une heure, à la température de la pièce avec l'anticorps secondaire - chèvre anti-IgG de 

lapin conjugué avec HRP (Jackson Laboratories). Le signal immunochimique a été mis en 

évidence par chimioluminescence avec Lumi-Light (Roche Diagnostics). Ce signal, 

numérisé, a été quantifié avec le logiciel Scion Image et son intensité a été rapportée à la 

quantité de protéines chargée sur le gel. 

Anticorps. Les anticorps polyc1onaux, de lapin, contre la glucitollysine et la glucose- 6-

phosphate lysine ont été récemment préparés dans le laboratoire en utilisant comme 

immunogène l'hémocyanine de patelle glyquée extensivement par le glucose et le glucose-

6-phosphate (Nguyen, Pascariu et Ghitescu, 2006). La présence d'un réducteur 

(cyanoborohydride de sodium) sert à déplacer l'équilibre de la réaction vers la création des 

produits stables de glycation (glycation réductive) et augmente significativement le degré 

de substitution des résidus lysine. Ces anticorps ont été utilisés en immunobuvardage en 

tant que sérum non-fractionné. 

Préparation d'albumine glyquée de manière non-réductive. L'albumine bovine (BSA), 

porteuse d'épitopes caractéristiques aux différents produits de glycation a été préparée pour 

servir aux tests de spécificité et de sensibilité des anticorps. La protéine (6 mg/ml) a été 

incubée, en conditions stériles, avec diverses quantités (rapport molaire sucre - résidus 

lysine = 10) de glucose, fructose, glucose- 6- phosphate or glycéraldehyde-3-phosphate 



54 

(Gald3P) pour 3 semaines à 37 oc. Le sucre en excès a été enlevé par dialyse exhaustive 

contre l'eau bidistillée. La concentration de la protéine a été évaluée par spectrophotométrie 

(A280 =0,7 pour Img/ml BSA) et le degré de la glycation par la fluorescamine (Udenfriend 

et al., 1972) qui mesure le nombre de résidus -NH2 non substitué. Une série de différentes 

concentrations de glycine a servi à étalonner la méthode et à convertir l'intensité du signal 

fluorescent en mmoles NH2. Deux variantes de BSA, modifiées par deux épi topes 

caractéristiques aux AGE carboxymethyllysine (CML) et carboxyethyllysine (CEL) ont 

également été préparées (Nagai et al., 2000). La quantité de sucre attaché sur chaque 

molécule de BSA a été calculée à partir du fait que cette molécule a 59 résidus de E NH2 -

lysine disponibles. Un rapport molaire de 57, 14.7,46.6 et 8.3 de sucrelBSA a été trouvée 

pour BSA-glucose, BSA-fructose, BSA-G6P et respectivement BSA-Gald3P. Le degré de 

substitution des résidus aminée pour BSA-CML et BSA-CEL a été de 84% et 98%. 

Caractérisation des anticorps: Pour évaluer la spécificité et la sensibilité des anticorps, la 

BSA nonglyquée a été mélangée avec chacune des variantes de BSA glyquée dans des 

proportions qui gardent constante la concentration en protéines totales (1 mg/ml), mais 

diminuant progressivement la quantité de sucre attachée de 128 à 1 nmol/mg de protéine. 

Des rangées parallèles des points ont été faites en absorbant sur une membrane de 

nitrocellulose, 1111 de chaque échantillon ci-dessus. Ensuite, les membranes ont été 

bloquées pour 1 h en 1 % lait en TBS et testées séparément avec les deux anticorps décrits. 

L'anticorps primaire a été suivi de l'anticorps de chèvre anti IgG de lapin conjugué à la 

HRP (Jackson ImmunoResearch) et le signal a été détecté par chemilurninescence (kit ECL, 

Roche Diagnostics). 



55 

Pour montrer que nos anticorps reconnaissent seulement les formes stables de 

glucitollysine et glucitol-6-phosphate lysine, différentes quantités de BSA glyquée (0.5, 

1.0,2.0, 4.0 ~g BSA) et réduite avec 50mM Na borohydride (15 min à la température de la 

pièce) ont été migrées sur un gel de 10% polyacrylamide et transférées sur une membrane 

de nitrocellulose en même temps que des quantités de BSA glyquée en forme non réduite. 

Les bases Schiff entre le sucre et la protéine et les produits Amadori, sont des composants 

labiles s'ils ne sont pas réduits par Na borohydride. Il est donc possible que ces produits se 

dégradent au cours de l'électrophorèse s'ils ne sont pas préalablement réduits et qu'ils 

échappent ainsi à la détection. Pour vérifier cette hypothèse un immunobuvardage 

comparatif de l'albumine glyquée avant et après l'électrophorèse (sur nitrocellulose) a été 

effectué. 

Nous avons utilisé l'immunobuvardage en tant que méthode semiquantitative. Pour 

valider l'approche, différentes quantités d'homogénat de poumon de rat diabétique (1.25-25 

~g protéine) ont été soumises à l'immunobuvardage avec des anticorps anti glucitollysine, 

suivi de l'analyse densimétrique de l'intensité du signal ECL en corrélation avec la quantité 

de matériel glyqué. 

Immunoisolation des cellules endothéliales pulmonaires. Les cellules endothéliales de la 

microvascularisation pulmonaire ont été isolées en utilisant une technique originale (Fig. 

6). Des billes superparamagnétiques de polystyrène de 4.5 ~m diamètre conjuguées aux 

anticorps anti- IgM de souris (Dynal Rat anti-Mouse IgM -D450) ont été incubées avec des 

anticorps monoclonaux (type IgM) anti l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) de 

rat. Ces anticorps (numéro d'identification IIBlO) ont été antérieurement préparés, purifiés 

et caractérisés dans le laboratoire (Ghitescu, Jacobson et Crine, 1999). 0,5 mg d'anticorps 
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anti ACE ont été incubés pendant 12 heures à 4 oC, sous agitation lente, avec 2 x 108 billes 

dans 1 ml de tampon phosphate salin (TPS) pH 7.4. L'anticorps en excès a été enlevé par le 

lavage répété des billes (rétention des billes magnétiques). La mesure de l'absorbance du 

surnageant à 280 nm a permis d'évaluer à 25 flg la quantité d'IgM adsorbée sur les billes 

(A280 nm = 1,2 pour 1 mg/ml d'IgM). 

Les rats anesthésiés par l'injection i.p. d'une solution de 5% chloral hydrate (0.1 ml 

par 100 g poids corporel) ont été perfusés avec du TPS froid via l'aorte abdominale à une 

pression de 110 mm Hg. Par thoracotomie, l'artère pulmonaire a été exposée, un cathéter 

introduit et l'oreillette gauche ouverte. Du TPS froid a été perfusé (5 ml/min) par le cathéter 

jusqu'à l'élimination totale du sang de la vascularisation pulmonaire, suivi de 5ml d'une 

suspension de billes magnétiques recouvertes d'anticorps anti ACE. Après une incubation 

de 15 min dans l'organe, les billes non liées ont été enlevées avec du TPS. Le même 

tampon a servi au lavage broncho-alvéolaire (pour écarter les macrophages alvéolaires) et 

le poumon a été récolté. Le tissu finement tranché a été soumis pendant 2h, avec agitation, 

et à 37°C à une digestion enzymatique dans 25 ml de TPS contenant 25 mg collagénase D, 

2 mg élastase, 2.5 mg DNAse l, 2.0 mg RNAse A, 1 mM CaCb et 1 mM MgCb. Le 

matériel ainsi dispersé a été dilué avec un volume égal de TPS contenant 0.25% BSA, 2mM 

EDTA (pour bloquer l'activité des protéases du milieu de digestion) et passé par un filtre 

Nytex de 100 flm. Les cellules qui portent des billes attachées (les cellules endothéliales) 

ont été sélectionnées à l'aide d'un aimant et le protocole de sélection répété après la 

dispersion des cellules dans du TPS sans BSA. Les cellules ainsi purifiées ont été divisées 

dans de petits échantillons et congelées à -80°C. La taille relativement grande des billes (4.5 

flm) utilisées au cours du protocole antérieurement décrit soulève le problème d'accès du 
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traceur au réseau entier des capillaires sanguins. Pour examiner in situ le marquage, un 

échantillon de tissu pulmonaire a été récolté après la perfusion des billes est fixé dans 2.5% 

formaldéhyde, 1.5% glutaraldéhyde en 0.1 M tampon cacodylate pH 7.2, post-fixé en 1% 

OS04 et enrobé en Epon. Des coupes sémifines ont été colorées par bleu de toluidine et 

examinées en microscopie optique. 

I.Perfusi9n de la vascularisation pulmonaire avec des billes 
magnétiques (Dynal) recouvertes d'anticorps antiACE 

$- 2.Tissu fihementtranché ,--

~ 3.Digestion du tissu par i co llagéllaselélastase/DN Ase/RN Ase 

w 
;] 4.Filtration sur un tamis de lOO~m 

5-6. Deux selections magnétiques des cellules marquées 

Figure 6: Immunoisolation des cellules endothéliales pulmonaires de rat. 
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Validation de la nature endothéliale des cellules isolées. Deux méthodes 

complémentaires ont été utilisées à ce but: 

a) Détection par immunobuvardage de la quantité d'ACE associée aux différentes 

fractions obtenues au cours de l'isolation des cellules endothéliales: Trente 

micro grammes de protéines de fractions suivantes 1) homogénat total du poumon, 2) 

homogénat du poumon soumis à la dissociation enzymatique par la collagénase, 3) les 

cellules immuno-sélectionnées par les anticorps anti ACE et 4) les cellules qui n'ont pas 

accroché les billes magnétiques ont été chargés sur un mini gel. Après le transfert sur 

nitrocellulose les échantillons ont été soumis à une détection de l'ACE (marqueur 

endothélial) par immunobuvardage selon la méthode antérieurement décrite. L'anticorps 

primaire (IgM, monoclonal de souris) a été utilisé à une dilution de 1: 1 00 et l'anticorps 

secondaire (chèvre anti IgM de souris) à 1:5 000. Le signal ECL de chaque fraction 

mentionnée ci-dessus a été numérisé, évalué par densimétrie (logiciel Scion) et comparé 

avec ceux des autres fractions. 

b) Par immunofluorescence en utilisant un anticorps contre un antigène de surface 

endothéliale: Un échantillon de cellules sélectionnées par notre méthode a été fixé en 1 % 

formaldéhyde pendant la nuit, lavé 3 fois en 0,1 M tampon phosphate pH 7.4 en utilisant 

l'aimant pour retenir les cellules et le formaldéhyde résiduel bloqué avec 150 mM glycine 

(1 h à 4°C). Les cellules ont été incubées pendant 2 heures à froid, sous agitation lente, avec 

l'anticorps CD34 (une sialoglycoprotéine de surface endothéliale) dilué 1:20 dans le 

tampon phosphate contenant 1% albumine bovine. Cet anticorps (30B3) est un produit de 

notre laboratoire (Ghitescu, Jacobson et Crine, 1999). Un anticorps secondaire chèvre anti-
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IgG de souns, conjugué à FITC (Jackson Laboratories) a été utilisé pour révéler en 

fluorescence les cellules CD34- positives. Comme contrôle les cellules ont été incubées 

seulement avec l'anticorps secondaire. 

Électrophorèse bidimensionnelle. Les protéines des cellules endothéliales isolées par 

immunosélection ont été séparées par focalisation isoélectrique sur des languettes ayant un 

gradient de pH immobilisé. Nous avons remarqué que les protéines endothéliales glyquées 

ont majoritairement un pl dans le domaine acide, et par conséquent nous avons utilisé des 

languettes de focalisation isoélectrique dans le domaine de pl 4.0 - 7.0. Ceci donne 

également l'avantage d'une meilleure résolution des polypeptides. Pour éviter la perte de 

matériel soluble, cytoplasmique au cours de la préparation pour la focalisation 

isoélectrique, les cellules endothéliales fraîchement isolées ont été microcentrifugées à 800 

g pour 5 min, le surnageant enlevé et les cellules congelées en tant que culot. La quantité 

nécessaire à l'analyse électrophorétique bidimensionnelle à été décongelée directement 

dans le tampon de migration (Rabilloud et al., 1994), comportant 8 Murée, 2 M thio-urée, 

4 % CHAPS, 40 mM DTE, 20 mM Tris base, 0.5 % Bromophenol blue et supplémenté de 

2% ampholynes pour le domaine de pH 4-7 (Amersham). Les protéines ont été solubilisées 

par incubation dans ce tampon pour 6 heures sous agitation forte et continue, et le matériel 

insoluble a été enlevé par micro centrifugation à 12 000 rpm, 10 min. Les échantillons de 

protéines ont été transférés par absorption, pendant la nuit, sur des languettes d'acrylamide 

et pH immobilisé (lmmobiline™ DryStrip, Amersham Bioscience). Pour les essais 

préliminaires nous avons utilisé des languettes de focalisation isoélectrique de 7 cm 

longueur (80 ~g protéine par languette); pour les étapes préparatifs du projet, des quantités 

substantiellement plus élevées de protéines (400 à 800~g) ont été chargées sur des 



60 

languettes de 18 cm. La focalisation a été faite dans un système Multiphor II Pharmacia 

Biotechnol., selon les instructions du manufacturier. A la fin de l'étape de focalisation 

isoélectrique, les languettes ont été incubées en dithyothréitol et iodoacétamide pour réduire 

et bloquer les résidus -SB des protéines et ensuite soumises à une séparation par 

électrophorèse en conditions dénaturante (SDS). Cette partie a été faite dans un système 

Minigel pour les languettes de 7 cm ou dans un système Prote an II (Biorad) pour celles de 

18 cm. A la fin du processus, les gels ont été colorés à l'argent (Blum et al., 1987) ou par 

Sypro Ruby (SYPRO® Ruby, Protein Gel Stain, BioRad) pour visualiser le profil 

électrophorétique général. Certains ont été transférés pour immunobuvardage avec des 

anticorps anti glucitollysine. Avant celui-ci, les protéines ont été mises en évidence sur les 

membranes NC par le colorant Sypro Ruby (SYPRO® Ruby, Prote in Blot Stain, BioRad) 

pour localiser précisément les protéines marquées par l'anticorps et ensuite pouvoir les 

identifier dans l'image générale des protéines sur gel. Une fois la position des protéines 

glyquées établie sur gel par trois expériences indépendantes, les «spots» correspondants ont 

été excisés manuellement d'un gel de grande taille (18 cm), coloré à Sypro Ruby (SYPRO® 

Ruby, Protein Gel Stain, BioRad), récoltés en 1 % acide acétique et soumis à une analyse 

par spectrométrie de masse. 

L'analyse et l'identification des protéines par spectrométrie de masse ont été effectuées 

au Centre d'analyse protéomique du Génome Québec. Suite à une digestion par la trypsine, 

les protéines de chaque spot ont été extraites du gel et les fragments résultants analysés 

dans un spectromètre de masse LC-QTOF. Les données (séquences partielles d'acides 

aminés) ont été utilisées pour chercher l'identité de chaque peptide, par le logiciel Mascot 

(MatrixScience), dans les bases de données génomiques et protéiques. 
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L'effet des inhibiteurs de la glycation avancée sur la genèse des produits précoces de 

glycation. Des échantillons identiques d'albumine sérique bovine (6 mg/mL, en O,IM 

tampon phosphate, pH 7.4), glyquée de manière non-réductive ont été utilisés au cours de 

cette expérience. Chaque molécule d'albumine glyquée a en moyen 31 de ses 57 résidus 

NH2 substitués par des bases Schiff ou des produits Amadori (évaluation par la méthode de 

la fluorescamine, décrite auparavant). Les échantillons ont été incubés pendant une semaine 

à 37 oC, avec chacun des produits aminés suivants: L-Iysine, L-camosine, glutathion et 

pyridoxamine, dans un excès molaire de 1 000 fois par rapport à la protéine. Selon les 

hypothèses avancées dans la littérature, un renversement de la réaction de glycation serait 

possible, par le transfert de sucre (transglycation) entre la protéine glyquée (BSA) et les 

composants aminées (Hipkiss, Brownson et Carrie, 2001; Voziyan, 2003). 

L'immunobuvardage avec des anticorps anti-glucitollysine a été utilisé pour mettre en 

évidence, comparativement, la quantité de cet épitope dans tous les échantillons au moment 

initial (To) de l'incubation avec les inhibiteurs présumés et sept jours après (T7). 
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F. RESULTATS 

La spécificité et la sensibilité des anticorps utilisés au cours de ce travail ont été 

évaluées par plusieurs méthodes. De l'albumine bovine contenant différentes quantités 

d'épitopes caractéristiques aux produits de glycation précoces formés par plusieurs sucres: 

glucose, fructose, glucose-6 phosphate (G6P), glyceraldehyde-3-phospate (Gald3P) a été 

adsorbée sur une membrane de nitrocellulose et testée par immunobuvardage avec les 

anticorps anti-glucitollysine (Fig. 7 A) et anti-glucitol-6-phosphate-Iysine (Fig. 7B). Sur un 

domaine allant de 1 à 128 pmoles de sucre lié à la protéine, la spécificité de l'anticorps pur 

son épitope est clairement démontrée. Ces anticorps ne reconnaissent pas deux des plus 

importants produits de glycation avancée la carboxyméthyllysine et la 

carboxyéthyllysine. La faible réaction avec le produit de condensation entre l'albumine et 

le glycéraldehyde-3-phosphate résulte probablement de la haute charge négative introduite 

par ce triose. En tout cas, cette faible réaction croisée ne nuit pas à notre investigation car 

l'action glycante du glycéraldehyde-3-phosphate est nulle in vivo. (Nguyen, Pascariu et 

Ghitescu, 2006). 

Les anticorps que nous avons utilisés reconnaissent les bases Schiff entre les sucres et 

les protéines et les produits Amadori seulement suite à leur réduction par la (cyano) 

borohydrure de sodium. (Fig.8). Ce résultat nous a assuré davantage du fait que les 

anticorps ne réagissent pas avec des composants endogènes comme les glycoprotéines, et 

que seulement les produits de glycation précoces générés par le glucose ou son dérivé 

phosphate sont reconnus. 
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Le traitement par la borohydrure présente également l'avantage de stabiliser 

chimiquement les produits labiles de glycation mais, si ce réducteur se trouve en présence 

simultanée des sucres et des protéines, il accélère leur condensation. Ainsi, pour éviter la 

formation artificielle des produits de glycation entre les sucres et les protéines présents dans 

l'homogénat frais des tissus ou des cellules, nous avons toujours fait le traitement à la 

borohydrure seulement après la séparation électrophorétique des protéines et l'enlèvement 

de tous les sucres à l'état libre. Pourtant, cette stratégie affronte un problème découlant de 

la labilité des produits de glycation non réduits: est-ce que ceux-ci résistent aux conditions 

thermiques de la séparation et du transfert électrophorétique? Pour répondre à cette 

question, deux échantillons identiques d'albumine glyquée, réduits avec NaBH4 avant et 

après la migration électrophorétique ont été soumis à l'immunobuvardage (Fig.9). 

L'intensité du signal immunochimique est similaire pour les deux échantillons, 

indépendamment du moment où la réduction a pris place ce qui démontre qu'il n'y ait pas 

de perte ou de dégradation de matériel glyqué au cours de ce protocole expérimental. 

L'existence d'une relation proportionnelle entre l'intensité du signal immunochimique et la 

quantité des produits de glycation a été également vérifiée sur un domaine d'un ordre de 

magnitude (Fig.1 0). 

L'étude comparative du niveau de glycation des protéines de différents organes a été 

menée sur des rats à trois mois de diabète, comparativement aux animaux 

normoglycémiques de même age. La glycémie, mesurée avant le sacrifice, a été supérieure 

à 27 mM chez les animaux diabétiques et seulement 5-6 mM chez le lot contrôle. Dix 

organes et tissus ont été inclus dans cette expérience: le poumon, le coeur, le rein, le 

duodénum, le pancréas, le foie, le cristallin, la rétine, le muscle squelettique et le cerveau, 
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ainsi que les membranes d'érythrocytes et le plasma sanguin. L'immunobuvardage avec des 

anticorps anti-glucitollysine et anti-glucitol-6-phosphate lysine a démontré un niveau très 

réduit de glycation dans les organes des animaux contrôles, normoglycémiques. Pourtant, 

au cours du diabète, le niveau de glycation des protéines augmente de manière importante 

(Fig. Il). Le spectre de protéines glyquées par le glucose et par le glucose-6-phosphate est 

identique dans chacun des organes examinés (Fig. lIB et C), mais des différences 

qualitatives frappantes sont enregistrées d'un tissu à l'autre. L'évaluation densitométrique 

de l'intensité du signal immunochimique, rapportée à la quantité de protéines (évaluée par 

l'intensité de coloration en Ponceau préalable à l'immunobuvardage) met bien en évidence 

les différences quantitatives. Les protéines de certains organes et tissus sont 

particulièrement ciblées par le processus de glycation: le plasma sanguin, le poumon, le 

foie, le cœur, le cristallin, le rein et les érythrocytes (Fig.12). La glycation des protéines 

tissulaires par chacun des deux sucres (glucose et G6P) augmente de manière similaire dans 

la plupart des organes analysés (Fig. 13), à l'exception du cœur et du cristallin où la 

glycation par le G6P semble relativement plus importante. Par contre, dans le muscle 

squelettique, le rein et la rétine, l'augmentation du niveau de glycation par le glucose est 

plus dramatique que celle due au G6P. Il est évident, de ce tableau, qu'au cours du diabète 

les protéines de certains organes sont ciblées plus intensément que celles des érythrocytes 

et du plasma sanguin - les standards utilisés couramment en clinique pour évaluer 

l'évolution de la maladie (Fig. 13). Une hausse du niveau de glycation par rapport au normal 

d'environ 16 fois est enregistrée pour les protéines du rein, de 10-12 fois pour le muscle 

cardiaque et squelettique, et 8-9 fois pour le foie et le poumon des animaux diabétiques. 



65 

La technique employée pour isoler les cellules endothéliales de la 

micro vascularisation pulmonaire diffère des celles utilisées dans d'autres laboratoires par le 

fait que le marquage de la surface endothéliale avec les anticorps immobilisés sur de billes 

magnétiques se fait avant la digestion enzymatique du tissu et non après. L'idée était 

qu'une fois liée à son antigène de surface, la bille magnétique va le protéger contre les 

protéases non spécifiques qui contaminent la collagénase. Une inspection du tissu perfusé 

avec les billes indique que celles-ci ont pénétré dans un grand nombre de capillaires 

pulmonaires et ont été retenues à la surface endothéliale (Fig. 14). La sélection magnétique, 

très facile et très efficace des cellules marquées par ces billes conduit à une population de 

cellules de taille relativement petite (environ 10-12 /lm de diamètre). Une proportion 

importante de ces cellules se trouve sous forme d'agrégats, en dépit de la présence de 

l'EDT A dans le tampon de dispersion. Le comptage étant donc impossible, nous avons 

évalué l'efficacité du processus d'isolation par le contenu en protéines: 1.0 - 1.2 mg de 

protéine dans la fraction cellulaire finale, par rapport à 2.80- 3.60 mg dans le matériel de 

départ (l 'homogénat total de poumon). Le marquage par immunofluorescence avec un 

anticorps (30B3) contre une protéine intégrale de la membrane plasmique endothéliale - la 

CD34 - démontre que la vaste majorité (minimum 95%) des cellules ainsi isolées 

répondent de manière positive à ce test (Fig.15). La spécificité du marquage a été prouvée 

par le manque de signal en absence d'anticorps primaire (Fig. 15, en bas). L'évaluation 

quantitative par immunobuvardage et densimétrie de la distribution de l'ACE dans les 

différentes fractions récupérées au cours de l'isolation des cellules endothéliales démontre 

un fort enrichissement en cette enzyme de surface endothéliale dans la fraction finale 

(Fig.16). Les cellules endothéliales isolées contiennent par mg de protéine environ 6 fois 

plus d'ACE que l'homogénat pulmonaire total. Remarquable est le fort appauvrissement en 
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ACE des cellules qm n'ont pas liées les billes magnétiques et qui n'ont pas été 

sélectionnées. 

Les profils électrophorétiques des protéines totales (Fig. 17), ainsi que ceux des 

protéines glyquées (Fig. 18) diffèrent substantiellement entre les cellules endothéliales et le 

poumon entier, ou les cellules non sélectionnées. Une évaluation densimétrique du niveau 

de glycation montre que, par mg de protéine, les cellules endothéliales pulmonaires 

contiennent environ 2.5 fois plus d'épitopes glucitollysine que l'homogénat de poumon 

(Fig. 18B). Ce résultat démontre que la cellule endothéliale subit un processus de glycation 

beaucoup plus intense que l'organe entier. 

Des expériences préliminaires ont indiqué que la plupart des protéines glyquées de 

l'homogénat pulmonaire provenant des animaux diabétiques sont localisées dans le 

domaine de pl légèrement acide (de 4.0 à 7.0) (données non montrées). Par conséquent, 

nous avons séparé les protéines endothéliales par électrophorèse bidimensionnelle en 

utilisant pour l'étape de focalisation isoélectrique des bandelettes de pH immobilisé dans ce 

domaine. 

L'identification des protéines endothéliales glyquées a été faite en comparant le 

schéma global de protéines étalées et colorées sur gel et sur membrane de nitrocellulose 

avec celui obtenu par l'immunobuvardage avec des anticorps anti glucitollysine. Pour 

contrôler la spécificité du marquage immunochimique, deux échantillons des protéines 

d'homogénat pulmonaire, l'un provenant d'un animal diabétique et l'autre d'un rat 

normoglycémique ont été inclus dans la deuxième étape de séparation, par SDS-P AGE 
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(Fig. 19A, les deux bandes latérales). La réaction immunochimique démontre l'absence de 

signal dans l'échantillon non glyqué (Fig. 19B, à droite), contrairement à une réponse forte 

intense pour l'échantillon provenant de F animal diabétique (Fig.19B, bande à gauche). Le 

fait que l'immunobuvardage a été exécuté sur la même membrane de nitrocellulose, 

préalablement coloré par Sypro Ruby, a permis un alignement parfait de l'image dévoilant 

la position des protéines glyquées (Fig. 19B) avec celle des protéines totales (Fig. 19A). 

Ces positions ont été ensuite transposées, sans difficulté, sur l'image des protéines 

endothéliales étalées sur un gel similaire, mais de grandes dimensions (18 cm) et coloré par 

Sypro Ruby (Fig. 20). 

Il est évident que seulement une proportion réduite des polypeptides appartenant à la 

fraction de cellules endothéliales pulmonaires est glyquée et que celle-ci ne représente pas 

les protéines les plus abondantes (Fig. 20). Nous avons pu identifier 54 spots représentant 

des polypeptides glyqués et seulement vingt de ceux-ci ont été choisis et récoltés pour 

r analyse par spectrométrie de masse. Le critère appliqué pour cette sélection a été celui de 

la quantité de protéine trouvée dans chaque spot et l'intensité du signal 

immunocytochimique obtenus avec les anticorps antiglucitollysine. Les données de 

spectrométrie de masse ont permis d'identifier 15 protéines individuelles, incluant quelques 

isoformes (Tableau 1). Deux de celles-ci sont des protéines de la matrice extracellulaire: la 

laminine et le collagène type VI, probablement en tant que vestiges de la membrane basale 

incomplètement digérée par la collagénase. Trois autres polypeptides appartiennent à la 

catégorie des protéines de cytosquelette: l'actine bêta, trois isoformes de la sous unité bêta 
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de la tubuline et la tropomyosine, tandis qu'un groupe de quatre chaperonnes, résidentes du 

réticulum endoplasmique représente des éléments importants du mécanisme de maturation 

des (glyco) protéines. 

La tentative de vérifier l'hypothèse selon laquelle un mécanisme d'inhibition de la 

formation de produits PTAG par des substances aminées impliquerait un processus de 

transfert de sucres (transglycation) entre les produits de glycation précoce (bases Schiff et 

produits Amadori) et les résidus aminés de ces inhibiteurs, a donné un résultat négatif. Sept 

jours d'incubation de l'albumine glyquée (de manière non réductive par le glucose) avec un 

panneau d'inhibiteurs PTAG (L-Iysine, glutathion, L-carnosine et pyridoxamine) n'ont pas 

réussi à réduire, de manière visible, la quantité de glucitollysine liée à la protéine (Fig. 21). 

L'essai de définir un modèle de glycation des cellules endothéliales en culture a été 

également infructueux. Les cellules endothéliales immortalisées RBE4 de 

microvascularisation cérébrale de rat, maintenues pendant 12 jours dans un milieu 

hyperglycémique (30 mM glucose) ralentissent sensiblement leur vitesse de multiplication 

mais leurs protéines restent très peu glyquées, comparativement à la situation des tissus 

fraîchement récoltés d'un animal diabétique (Fig. 22). 
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Figure 7 : Caractérisation du système de détection des protéines 
glyquées : Les anticorps anti-glucitollysine (A) et anti-glucitol-6-
phosphate-lysine (B) reconnaissent uniquement leurs épitopes 
spécifiques.Test de spécificité, par immunobuvardage, contre des: 
-produits précoce de glycation : BSA-glucose 

BSA -fructose 
BSA-glucose-6-phosphate (G6P) 
BSA-glyceraldehyde-3-phospate (Gald3P) 

-produits terminaux de glycation : BSA-carboxymethyllysine (CML) 
BSA-carboxyethyllysine (CEL) 
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Figure 8 : Les anticorps ne reconnaissent que le produit de glycation réduit 

par NaBH4 (à droite). Immunobuvardage avec des anticorps anti-glucitollysine. 
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Réduction avant électrophorèse 

1 

Réduction après électrophorèse 

A. l B. 

BSA(flg) 4.0 2.0 1.0 0.5 4.0 2.0 1.0 0.5 

Figure 9 : Quantités différentes d'albumine glyquées ont été réduits avec 

NaBH4 avant (A), et après l'électrophorèse (B). L'électrophorèse n'entraîne 

pas de dégradation des produits de glycation non-réduits. 
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Figure 10 : Homogénats de poumon de rat diabétique. Immunobuvardage avec 

des anticorps anti-glucitollysine (a). L'intensité du signal immunochimique (ECL) 

est proportionnelle à la quantité des produits glyqués (b). 
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Figure Il : Évaluation du niveau de glycation dans différents organes du rat diabétique. 

Coloration en Rouge Ponceau (A). Immunobuvardage avec des anticorps gIucitoIlysine (B) 

et glucitol-6-phosphate-lysine (C) effectué sur des organes des rats diabétiques et normaux. 

N-animaux contrôle, normoglycémiques; D-animaux diabétiques (3 mois). 
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Figure 12 : Évaluation quantitative du niveau de glycation par intégration 

densimétrique effectuée sur l'immunobuvardage avec anti-glucitollysine (A) 

et anti-glucitol-6-phosphate lysine (B). N-animaux contrôle, normoglycémiques: 

D-animaux diabétiques (3 mois). 
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Figure 13 : L'augmentation du niveau de glycation par le glucose et glucose-6-phosphate au cours du diabète dans de differents 
organes du rat. 



Figure 14 : Poumon de rat perfusé avec des billes magnétiques (4.5Ilm) recouvertes 

d'anticorps anti ACE. Coupe semifine, coloration par bleu de toluidine. 
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Immunofluorescence avec des anticorps anti C034 

Contrôle - sans anticorps primaire 

Figure 15: Cellules endothéliales de poumon de rat immuno-sélectionnées avec des anticorps 
anti enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) immobilisées sur des billes magnétiques. 
Immunofluorescence avec l'anticorps pan-endothélial C034 (A, 8 et C) comparativement aux 
images des mêmes cellules enregistrées en lumiere visible (D, E et F). 
Séries d'images de cellules endothéliales dispersées (A, 0) et en amas (8, E). 
Le côntrole exclut l'anticorps primaire. 
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Figure 16 : Enrichissement en ACE des cellules immunosélectionnées. Immunobuvardage 

avec anticorps anti ACE d'homogénat du poumon, des cellules non liées par les billes magnétiques 

et des cellules ayant des billes magnétiques attachées (A). Quantification densimétrique de 

l'intensité du signal immunochimique (B). 
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Figure 17 : Profil électrophorétique des principales fractions 

du protocole d'isolation des cellules endothéliales pulmonaires. 

Coloration à l'argent. 
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Figure 18 : Le niveau de glycation des protéines dans principales fractions obtenues 

au cours de l'isolation des cellules endothéliales pulmonaires. 

1mmunobuvardage avec anti glucitollysine (A) et évaluation densitométrique 

du signal immunochimique (8) enregistré sur l'ensemble des protéines de chaques 

echanti 1 Ions. 
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Figure 19 : Localisation des protéines glyquées dans le profile électrophorétique bidimensionnel des 

cellules endothéliales du poumon de rat diabétique. A- coloration par Sypro Ruby sur membrane de 

nitrocellulose (NC). B- immunobuvardage avec anti glucitollysine. 
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Figure 20 : Le spectre des protéines endothéliales de poumon de rat (800,ug). Coloration par 

Sypro Ruby sur gel et identification des protéines endothéliales glyquées. Les spots les plus 

intensément colorées ont été coupées et analysées en spectrométrie de masse (LC-QTOF). 
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Tableau 1: La liste des protéines endothéliales du poumon de rat, glyquées 

Nombre de 
Spot Protéine identifiée Numéro d'accès peptides identifiés Score total pl MW 

1 actine bêta NM 031144 11 704 5,29 42066 

4 laminine chaîne B2 XM 341133 32 1521 4,81 182975 

10 procollagène, type VI, alpha 1 XP 215375 51 1123 4,92 109562 

17 procollagène, type VI, alpha 2 XP 342116 10 514 5,96 111406 

21 intégrine bêta 1 BC 131845 5 240 5,52 91386 

24 antigène de rejection tumorale gp 96 XM343192 97 1605 4,52 74390 

27 transgl utaminase tissulaire AF 106325 39 1518 5,57 78021 

32 albumine BC 085359 51 1447 6,21 70670 

34 disulfide-isomerase ER-60 P 11598 71 1459 5,78 57044 

39 carboxylesterase 3 XM 346519 34 672 6,82 62363 

40 calréticuline NP 071794 17 513 4,22 48137 

42 tubuline bêta 2 XM 216012 14 860 4,81 50225 

44 tubuline bêta 5 NP 035785 8 1374 4,96 50035 

45 tubuline bêta chaîne P02554 135 135 4,78 50285 

48 A TP synthase, sous unité bêta XP 343137 147 1924 4,81 51171 

50 vimentine NM 031140 16 908 5,52 53757 

51 CaBPl( protéines liant le calcium) X 79328 53 1040 4,52 47590 

52 tropomyosine 1, isoforme alpha NM 012678 41 801 4,52 32773 

53 tropomyosine 4 NP 036810 104 967 4,63 28549 

54 annexine 5 NP 037264 139 1565 4,93 33944 
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Figure 21 : L'effet des inhibiteurs de la formation des AGEs sur la stabilité des 

produits de glycation précoce. BSA glyquée par D-glucose, incubée avec un excès 

molaire de 1 000 de: L-Iysine et pyridoxamine (A), glutathion et L-camosine (B) 

au moment initial (TO) et 7 jours après (T7). 
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Figure 22 : Les protéines de cellules de la ligne RBE4 cultivées pour 12 jours 

dans des conditions hyperglycémiques (30 mM glucose) restent très faiblement 

glyquées par rapport à l'homogénat de poumon du rat diabétique. N hom.- homogénat 

de poumon de rat normoglycémique ; 0 hom.- homogénat de poumon de rat diabétique; 

A - immunobuvardage avec des anticorps anti glucitollysine; B - évaluation densimétrique 

du signal immunochimique. 
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G. DISCUSSIONS 

La glycation ou l'attachement covalent des sucres réducteurs aux groupes aminés des 

protéines (principalement lysine) est une modification post-traductionnelle non 

enzymatique fortement favorisée par l'hyperglycémie. Par conséquent, elle est bien 

présente au cours du diabète et le taux d'hémoglobine glyquée est utilisé en clinique 

comme paramètre d'évaluation de l'avancement de la maladie. La réactivité des sucres 

envers les protéines dépend de leurs concentrations et de leur présence dans une forme 

acyclique. (Monnier, Baynes et Monniet, 1988). Des études effectuées in vitro ont montré 

que des sucres comme les trioses, le ribose, le fructose ou glucose-6-phosphate ont une 

capacité glycante bien supérieure à celle du glucose (Brownlee, 1992). Pourtant, le glucose 

représente l'agent dominant de glycation in vivo pour le plasma sanguin et pour les 

composants de la matrice extracellulaire (Brownlee, 1992), ainsi que pour les protéines de 

la membrane plasmique des cellules endothéliales (Nguyen, Pascariu, Ghitescu 2006). 

L'explication résiderait dans le fait qu'au cours du diabète la concentration de glucose 

augmente significativement, ce qui, probablement, n'est pas le cas des autres sucres 

mentionnés. En fait, des données sur les variations induites par le diabète de la 

concentration de chaque sucre dans le liquide interstitiel ou dans le cytosol sont, à date, 

inexistantes. 

Le dépistage du niveau de glycation des protéines dans une panoplie de douze 

organes a montré que, chez les animaux normoglycémiques, les taux de glucitollysine et de 

glucitol-6-phosphate lysine sont, en général, très bas (Fig. 12A et B, échantillons marqués 
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par N). Seulement le cristallin et le plasma sangUIn font exception, (Fig. 12A) 

probablement à cause de la longue durée de vie de ses protéines pour le premier, et par les 

augmentations temporaires, post prandiales, de glucose dans le sang pour le deuxième. 

Il est remarquable qu'à l'état normoglycémique, les protéines de la membrane 

plasmique des érythrocytes sont sensiblement moins glyquées que les protéines du plasma 

sanguin, même si leur durée de vie est supérieure à celles-ci. Cette observation attire 

l'attention sur le rôle important de la membrane plasmique dans le maintien d'un gradient 

de concentration de glucose entre le liquide du sang ou interstitiel (plus grande) et 

l'intérieur des cellules (moins élevée). 

Nous avons été surpris de constater que, chez les animaux diabétiques, les taux de 

glucitollysine et glycitol-6-phosphate lysine augmentent de manière très différente d'un 

organe à l'autre (Fig. 13). Dans les tissus du cerveau, du pancréas, de l'intestin et, 

curieusement, de la rétine, cette augmentation est minimale (1-2 fois) pour les deux sucres. 

Par contre, l'hyperglycémie a un très fort impact sur le taux de glucitollysine détectée dans 

les protéines du rein (augmentation de 16 fois), du muscle squelettique (13 fois), du cœur et 

du poumon (9 fois). Même si la concentration de glucose est identique dans le liquide 

interstitiel de tous les organes, des différences concernant les transporteurs 

transmembranaires de glucose (GLUTs) et des particularités du métabolisme des glucides 

produisent, apparemment, des variations notables de la concentration intracellulaire de 

glucose et glucose-6-phosphate entre les tissus examinés. Selon les images 

d'immunobuvardage (Fig. liB et C), ces deux sucres sont en compétition pour les mêmes 

sites de liaison sur les protéines. 
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Si les taux de glucitollysine et glucitol-6-phosphate lysine sont normalisés par rapport 

à la quantité de protéines, nos résultats montrent que le poumon est l'organe dont les 

polypeptides, au cours du diabète, sont les plus glyqués (Fig. 12A et B). Nous avançons 

l'hypothèse que cette propension du poumon à la glycation serait due au vaste réseau 

vasculaire de cet organe. Environ 30 % de toutes les cellules du poumon de rat sont des 

cellules endothéliales (Haies, Gif et Weibel, 1981) intimement exposées aux conditions de 

glycémie du plasma sanguin. Cette hypothèse est renforcée par le fait que les autres organes 

fortement glyqués - le foie, le cœur et le rein possèdent également un lit vasculaire bien 

développé. Le type de transporteur de glucose qui se trouve dans les cellules endothéliales 

du poumon n'est pas encore connu. On considère que toutes les cellules endothéliales 

seraient munies de transporteurs à haute affinité, insensibles à l'insuline, de type GLUT-l, 

mais ce-ci n'est qu'une extrapolation des données issues de la barrière sang-cerveau 

(Virgintino et al., 2000), des capillaires rétiniens (Knott et al., 1996) et du cœur (Hirsch et 

Rosen, 1999). Néanmoins, la seule étude menée sur la vascularisation pulmonaire 

(Devaskar et DeMello, 1996) n'a pas réussi à mettre en évidence, dans les cellules 

endothéliales alvéolaires, l'un des transporteurs GLUT 1 à 5, ni le co-transporteur sodium­

glucose. 

Les cellules du poumon de rat diabétique, isolées par immunoadsorption sur des 

billes magnétiques recouvertes d'anticorps anti ACE, sont fortement enrichies en deux 

marqueurs endothéliaux - la molécule d'adhésion CD34 (Fig. 15) et l'ACE elle-même (Fig. 

16). Le niveau de glycation de ces cellules, qui s'avèrent endothéliales par le test précédent, 

est significativement plus élevé que celui de l 'homogénat total du même poumon. (Fig. 18), 

ce qui renforce que notre hypothèse sur la « vulnérabilité» des cellules endothéliales au 

processus de glycation. 
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Par immunobuvardage avec les anticorps anti glucitollysine (Fig. 20) nous avons 

trouvé que seulement une fraction réduite de l'ensemble de protéines endothéliales est 

glyquées et celle-ci ne se trouve pas parmi les polypeptides les plus abondants. 

Évidemment, cette observation soulève la question si la condensation des sucres avec les 

résidus lysine ne requière pas un micro environnement spécial, ou une séquence particulière 

d'acides aminés. Des études récentes ont démontré que la molécule d'albumine possède 

plusieurs «points chauds» pour la réaction de glycation, chacun spécifique soit au glucose 

ou au méthylglyoxal (Ahmed et al., 2005; Wa et al.,· 2007). Pourtant, l'ensemble des 

données sur les sites de glycation de l'albumine, de l'hémoglobine (Gao et Wang, 2006) et 

de la ribonucléase (Brock et al., 2007) n'indique aucune séquence consensus pour cette 

réaction. 

Des contraintes budgétaires ne nous ont permis d'analyser par spectrométrie de masse 

que seulement 20 des 54 spots identifiés comme polypeptides glyquées par 

immunobuvardage (Fig. 20 et Table 1). Néanmoins, par leur position relative dans 

l'ensemble des protéines étalées par électrophorèse bidimensionnelle, celles qui ont été 

omises ne semblent être que des formes post-traductionellement modifiées d'un spot 

représentatif choisi et analysé pour chaque groupe. 
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L'ensemble des protéines glyquées identifiées dans la fraction cellulaire endothéliale 

peut être regroupé selon leurs fonctions en: 

a. Protéines contaminants provenant du plasma sanguin. Seulement l'albumine, 

présente en très petites quantités et adsorbée à la surface des cellules a été détectée (spot 

32) 

b. Protéines appartenant à la matrice extracellulaire ou à la membrane basale des 

cellules. Dans cette catégorie, deux molécules - la laminine et le collagène type VI ont été 

trouvées. La laminine est le plus important composant non-collagéne de la membrane 

basale. De nombreuses études ont démontré son rôle dans l'adhésion des cellules à la 

matrice extracellulaire, dans la motilité cellulaire associée à la croissance et dans la 

différentiation cellulaire. Sa structure comporte trois chaînes polypeptidiques distinctes la 

chaîne A (440 kDa) et les chaînes BI et B2, chacun d'environ 200 kDa, liées par des ponts 

disulfides pour donner la forme caractéristique, en croix, bien observable en microscopie 

électronique (Beek, Hunter et Engel, 1990). La structure de la laminine comporte de 

multiples domaines régissant l'auto-association de la molécule dans un réseau 

tridimensionnel, ainsi que les interactions avec d'autres composants de la membrane basale, 

particulièrement le nidogène / l'entactine, le protéoglycane héparane sulfate, et avec les 

récepteurs de type intégrines de la membrane plasmique (pôle basale) des cellules. 

La glycation in vitro de la laminine altère sa structure en croix et diminue sa capacité de 

former un réseau (Fars ion, Reger et Fureht, 1988; Charonis et al., 1990,' Charonis et 

Tsilbary, 1992). On attribue à cette altération moléculaire des répercussions à l'échelle de 
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l'ensemble de la structure et de la fonction de la membrane basale. Mises en culture sur un 

substrat contenant de la laminine glyquée, les cellules endothéliales (Haitoglou et al., 1992; 

Kalfa et al.,1995) et les neurones ( Luo et al., 2002; Oztürk et al., 2006) présentent des 

déficiences d'adhésion, de prolifération et de survie. L'épaississement général de la 

membrane basale, associé au diabète, est certainement du à la surexpression des protéines 

de matrice extracellulaire déclenchée par l'hyperglycémie. 

Le collagène type VI est une variété de collagène qui présente une haute affinité pour 

l'interaction spécifique avec les protéoglycanes (décorine, biglycane, hyaluronan, héparane 

sulfate) et avec le collagène type 2, mais également avec les intégrines a.1 BI (Wiberg et al., 

2003; Leitinger et Hohenester 2007). Par ces interactions, le collagène type VI stabilise les 

protéoglycanes dans le réseau de collagène de la matrice extracellulaire. Le fait que le 

collagène type VI soit glyqué chez les animaux diabétiques est chose commune; en fait 

toutes, ou la plupart des protéines de la matrice cellulaire les sont et développent avec le 

temps des PTAG (Makino et al., 1995; Boyd-White et Williams Jr., 1996; Bendayan, 1998). 

Ce qui nous a surpris a été plutôt l'absence du collagène type IV, un composant important 

de la membrane basale endothéliale, du groupe des protéines glyquées. 

c. Protéines de la membrane plasmique endothéliale. L'intégrine B 1 est la seule protéine 

intégrale glyquée de la membrane plasmique endothéliale (spot no.21). Elle fait partie 

d'une population de 18 chaînes a et 8 B qui dimérisent selon le modèle a B pour créer, (au 

front abluminal pour la cellule endothéliale) des récepteurs aux macromolécules de la 

membrane basale. Par leurs segments cytoplasmiques les intégrines se lient aux 
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microfilaments d'actine. Cet emplacement leur permet de remplir non seulement un rôle 

dans l'ancrage mécanique des cellules à la matrice extracellulaire, mais de transmettre, par 

l'entremise des protéines adaptatrices et kinases associées, des signaux vers l'intérieur de la 

cellule. On ne connaît pas la composition spécifique en intégrines de la membrane 

plasmique des cellules endothéliales pulmonaires. Par conséquent il sera très difficile de 

spéculer sur les répercussions physiologiques de la glycation d'un seul membre de ces 

récepteurs multiples. 

L'annexine 5 comme la plupart des autres membres de la famille des annexines sont 

des polypeptides capables de lier des phospholipides en présence de Ca2
+. Elles sont 

majoritairement des protéines intracellulaires mais l'annexine 5 se trouve également dans le 

sang. Le mécanisme de sa sécrétion est inconnu car elle manque de peptide signal pour 

exocytose. Les annexines l, 2 et 6 ont été liées au trafic des membranes (Futter et White, 

2007), mais rien n'est pas connu à date sur le rôle de l'annexine 5, malgré son utilisation 

courante en tant que détecteur de phosphatidyl sérine dans le feuillet externe de la 

membrane plasmique et de marqueur pour les cellules en apoptose. Nous avons récemment 

trouvé que, dans les membranes plasmiques purifiées de cellules endothéliales pulmonaires, 

les annexines l, 2 3 et 4 sont glyquées, elles aussi (Nguyen, Pascariu et Ghitescu, 2006). 

d. Protéines du cytosquelette. Nous avons trouvé que des protéines des microfilaments 

(actine ~, tropomyosine) et des microtubules (tubulines ~2, tubulin ~5) sont affectées par le 

processus de glycation. Des études antérieures effectuées dans notre laboratoire (Ghitescu, 

Gugliucci et Dumas, 2001, Nguyen, Pascariu et Ghitescu, 2006) ont démontré que l'actine 

associée à la membrane plasmique endothéliale est fortement glyquée chez les rats 
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diabétiques de trois mois. Au cours de la séparation électrophorétique cette actine glyquée 

migre à 55 kDa. Nos résultats présents identifient l'actine glyquée à un poids moléculaire 

supérieure à 200 kDa. Il est possible que la différence résulte du fait que :(1) ce dernière 

représente majoritairement l'actine cytosolique et (2) après un an d'hyperglycémie, l'actine 

glyquée se transforme en produits de glycation avancée, de grande taille. On ignore dans 

quel sens cette modification moléculaire altère la fonction du cytosquelette. Il est connu que 

dans les myocytes, la tubuline libre dans le cytosol stimule l'adénylate cyclase qui, à son 

tour, induit des courants de Ca2
+ transmembranaires plus intenses et plus rapides (Kerfant et 

al., 2001). Dans les mêmes myocytes, isolés du rat rendus diabétique par la streptozotocine, 

les microtubules sont plus stables que dans le contrôle, et la variation de la concentration 

intracellulaire de Ca2
+ et le raccourcissement de la cellule sont, tous deux, réduits (Shiels et 

al., 2007). Le fait que la majorité des protéines du cortex cellulaire est ciblée par la 

glycation nous a conduit à l'hypothèse que ce processus se situerait à l'origine des 

altérations de la fluidité de la membrane plasmique (Cester et al., 1996), avec des 

répercussions négatives sur la fonction de mécanotraducteur de la cellule endothéliale. 

e. Protéines du métabolisme cellulaire. Le fait de trouver parmi les protéines 

endothéliales glyquées une sous unité d'une enzyme clé du métabolisme mitochondrial 

ouvre une intéressante perspective sur l'altération de la production cellulaire d'énergie au 

cours du diabète. Le polypeptide en question (spot 48) est la sous unité bêta de l'ensemble 

FI de l'ATP synthétase, localisée dans la membrane interne mitochondriale. L'enzyme a 

une forme qui ressemble à celle d'un champignon: une tige transmembranaire (Fo), en fait 

un canal pour les protons, un «cou annulaire» solidaire à un axe qui tourne quand les 

protons traversent le canal vers la matrice et, autour de cet axe, comme une protubérance 

orientée vers la matrice mitochondriale, une partie fixe (l'ensemble FI), composée de trois 
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ensembles supramoléculaires, chacun ayant deux sous unités, alpha et bêta. Celles-ci 

possèdent la propriété d'utiliser le gradient électrochimique transmembranaire des ions 

d'hydrogène, bâti et entretenu par les transporteurs de la chaîne de la respiration 

mitochondriale, pour catalyser la liaison entre un groupe phosphate et la molécule d' ADP. 

Le mécanisme moléculaire de cette activité enzymatique se réduit donc à un cycle de 

transformations conformationnelles des sous unités alpha et bêta qui ouvrent 

successivement les sites de liaisons pour l'ADP, le phosphate et libèrent l'ATP. La 

phosphorylation de la sous unité bêta est importante pour que de telles transformations 

prennent place (Hojlund et al., 2003). Il est déjà connu que la capacité de synthétiser l' ATP 

des mitochondries des cellules musculaires squelettiques des patients diabétiques est réduite 

(Hojlund et al., 2003). Ceci pourrait être la conséquence d'une diminution de r expression 

de l'enzyme, mais aussi bien d'une altération dans le fonctionnement de celle-ci. Le fait 

qu'elle soit glyquée chez les animaux diabétiques rend cette hypothèse plausible. 

f. Protéines de la machinerie de synthèse protéique. Un nombre de quatre protéines 

glyquées - la gp96, la calréticuline, la CaBPI et la disulfide isomérase ER60 - jouent un 

rôle clairement défini dans l'assemblage co- et post-traductionnel des protéines dans le 

réticulum endoplasmique. 

La gp96 (l'antigène de rejet tumoral - tumor rejection antigen) est une glycoprotéine 

présente dans la lumière du réticulum endoplasmique. Son rôle présumée est d'agir en 

transporteur intermédiaire de peptides vers le complexe majeur d'histocompatibilité (MHC) 

classe l (Li et Srivastava, 1993, Singh-Jasuja et al., 2000). Son nom provient du fait que la 

gp96 a était trouvé en complexe avec des antigènes des cellules cancéreuses en train d'être 
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synthétisés et utilisée comme immunogène anti tumoral. Au cours du diabète l'expression 

de gp 96 diminue (Furka et Murad, 2003). Nous ne pouvons pas nous empêcher de spéculer 

que cette diminution puisse conduire aux dysfonctions diabétique de la réponse 

immunitaire (Altmeyer et al., 1996, Multhaff et al., 1997), car la cellule endothéliale 

exprime MHC classe 1 (nos données, non publiées) et possède la capacité de présentation 

d'antigènes (Bagai et al., 2005; Smyth et al., 2006). Pourtant, l'hypothèse de la fonction de 

chaperon de la gp 96 a était récemment contestée par un travail qui a montré que la 

stoechiométrie de l'association gp96-peptide est très faible et que des différences notables 

existent entre les peptides liées par le MHC classe 1 et celles associées à la gp96. (Demine 

et Walden, 2005) 

La calréticuline fait partie du système de chaperons du réticulum endoplasmique qui 

assure le repliement correct et le «contrôle de qualité» des glycoprotéines nouvellement 

synthétisées. La spécificité pour les glycoprotéines est donnée par un site de type lectine 

qui reconnaît la structure Glc1Man9GlcNAc2 présente à une étape initiale sur les 

glycoprotéines en formation. Les cellules endothéliales vasculaires cultivées dans un milieu 

hyperglycémique, surexpriment la calréticuline. Des études récentes, ont montré que cette 

protéine est responsable de la dégradation de mRNA -GLUT -1 in vitro (Fotary-Jain et al., 

2005) ce qui pourrait avoir des conséquences sur l'expression de ce transporteur de glucose 

dans les cellules des animaux diabétiques. 

La disulfide-isomerase ER-60, est une cystéine protéase présente dans le réticulum 

endoplasmique(ER). Elle contient deux domaines thioredoxines et catalyse la formation de 

ponts S-S intra ou inter chaînes polypeptidiques. Le rôle de la disulfide-isomerase est de 
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dégrader les protéines mal formées et d'empêcher leur transport dans le compartiment 

Golgien (Urade et Kilo, 1992). Chez les patients avec une néphropathie diabétique 

l'activité altérée de ER-60 conduit à des accumulations des protéines anormales dans le rein 

et d'autres tissus (Tessari et al., 2007). Il est également possible qu'une modification par 

glycation de la disulfide-isomerase ER-60 conduise à des changements dans la structure des 

protéines intracellulaires et dans leur durée de vie, du genre observé dans les fibroblastes 

des patients diabétiques (Tessari et al., 2007). 

La deuxième disulfide-isomérase A6 ou la CaBPl (calcium binding protein 1) (spot 

50), détectée comme protéine glyquée dans la population des cellules endothéliales 

pulmonaires, détient un rôle similaire à celui de la précédente (Fuellekrug et al., 1994). 

Même si elle n'est pas localisée dans le réticulum endoplasmique comme les 

protéines précédentes, une autre enzyme ubiquitaire glyquée - la transglutaminase tissulaire 

(TGase 2), (spot no. 27) - joue un rôle important dans les modifications post­

traductionnelles des protéines. Son activité est dépendante de Ca2
+, de la guanidine 

triphosphate (GTP) et de l'oxyde nitrique (Achyuthan et al., 1987, Melino et al., 1997). 

Cette enzyme catalyse les réactions de transamidation des résidus de glutamine des 

polypeptides dans le cytoplasme des cellules, mais également dans l'espace extracellulaire 

(Bernassola et al., 2002). Suite à ces réactions, des chaînes de e (y-glutamyl)-lysine entre 

protéines sont formées, les liaisons sont irréversibles, très fortes, et résistent à la protéolyse. 

(Jonhson et al., 2003). À part la capacité de former des liaisons croisées entre les protéines, 

cette enzyme possède d'autres fonctions importantes dans la cellule. Elle agit en 

isopeptidase dépendante de Ca 2+, et elle est également impliquée en tant que GTPase dans 
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la transmission des signaux par l'entremise de l'inositol phosphate, en couplant les 

adrenorécepteurs /lIb et /lld, et ceux de thromboxane et de l'oxytocine à la phospholipase C 

(Nakaoka et al., 1994; Fesus et Piacentini, 2002). Un rôle dans la phosphorylation de 

IGFBP-3 (insulin-like growth factor binding protein-3) a été récemment associé à la TG2, 

en lui attribuant en plus la fonction d'une kinase (Mishra et Murphy, 2003). Dans le sérum 

des patients diabétiques, des auto-anticorps dirigés contre la transglutaminase ont été 

détectés (Miao, Yu et Eisenbarth, 2007). Chez les souris déficientes en transglutaminase 2, 

une réduction dans la sécrétion d'insuline conduisant à l'hyperglycémie et à l'intolérance 

au glucose a été décrite (Bernassola et al., 2002). 

Nous avons essayé d'établir un modèle convenable en culture pour l'étude de la 

glycation des protéines endothéliales, en nous basant sur l'idée que la vie des protéines 

intracellulaires ne dépasse pas quelques jours, in vitro comme in vivo. Dans ce 

raisonnement, le temps d'exposition de chaque protéine aux conditions hyperglycémiques 

devrait être identique dans l'animal, ainsi que dans une culture cellulaire de quelques jours. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé des cellules endothéliales du cerveau de 

rat (la lignée RBE4), une population cellulaire stable avec un phénotype non transformé et 

une morphologie endothéliale. Les cellules RBE4 forment en culture une monocouche 

confluente, et expriment plusieurs enzymes caractéristiques à la micro vascularisation du 

cerveau de rat, comme la yGTP (gamma-glutamyl transpeptidase), la ALP (enzyme alkaline 

phosphatase) et la jNOS (nitric oxide synthase inductible), des transporteurs tels que P-gp 

(P-glycoprotein), MRP (multidrug resistance-associated protein) et GLUT \, ainsi que le 

récepteur à la transferrine (Roux et al., 1994, Regina et al., 1998). Ces cellules sont 

capables de sécréter aussi des facteurs vasoactifs dérivés des cellules endothéliales comme 

l'endothéline et l'oxyde nitrique (Durieu-Trautman et al., 1993). Cultivées en milieu 
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hyperglycémique (30mM glucose) pour 12 jours, les cellules RBE4 ont donné un signal 

très faible par l'immunobuvardage avec les anticorps anti glucitollysine 

(Fig. 22), surtout en comparaison avec le niveau de glycation enregistré dans les cellules 

endothéliales isolées de poumon. Ces différences notables sont probablement dues à une 

adaptation de ces cellules à leur environnement hyperglycémique et se traduit par une 

diminution de l'expression des transporteurs de glucose. 

Nous avons montré donc que, malgré le fait que toutes les cellules du corps 

«baignent» dans un milieu liquide de concentration uniforme de glucose, le processus de 

glycation se déroule avec des intensités différentes d'un tissu à l'autre et concerne des 

polypeptides spécifiques à l'organe. La cellule endothéliale vasculaire semble représenter 

une cible préférentielle pour ce processus. Dans l'endothélium pulmonaire un nombre 

relativement réduit de protéines intracellulaires sont glyquées. Pourtant, ces polypeptides 

sont impliqués dans des aspects essentiels de la physiologie cellulaire - structure du 

cytosquelette et motilité cellulaire, production d'A TP par les mitochondries et repliement 

correct des chaînes polypeptidique au cours de leur synthèse dans le réticulum 

endoplasmique. 

L'évaluation globale de nos résultats montre, néanmoins, que l'étude ici présentée a 

généré plus de questions que de réponses. Voici quelques unes qui attendent de futurs 

projets pour recevoir une réponse: 

- pourquoi y a-t-il de telles grandes différences dans le processus de glycation d'un 

organe à l'autre ? 
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- quelle est la relation entre les transporteurs transmembranaires de glucose et le 

métabolisme des glucides dans le maintient du niveau de concentration intracellulaire de 

glucose? 

- pourquoi seulement certaines protéines intracellulaires sont glyquées ? 

- est-ce que l'accrochage covalent de quelques molécules de sucre sur une protéine 

altère vraiment la fonction de celle-ci? 

- pourquoi les cellules en culture sont tellement réfractaires au processus de 

glycation? 

- est-ce que dans un animal diabétique le taux de réussite dans la maturation de la 

structure tridimensionnelle des protéines diminuent? 

- est-ce que, chez les diabétiques, cela se répercute sur le processus global de 

sécrétion des protéines? 
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