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THESES ANNEXES

1. L’augmentation importante du volume plasmatique produite
par I'administration IV de dextrane augmente, chez les pa-
tients protéinuriques, leur perméabilité glomérulaire a I'albu-
mine. La mesure de la perméabilité glomérulaire grace au
test de surcharge a I'albumine n’a donc de valeur que lors-
qu’on n’introduit pas de grand changement dans le volume
plasmatique.

2. L’analyse du « stop-flow » a été applic|uée a I’étude de I’excré-
tion de I'hémoglobine. L’étude du rapport UP / UP créati-
nine suggere gque cette protéine pénétre dans la lumiére tubu-
laire par diffusion pendant I’occlusion urétérale et progresse
lentement, subissant les effets d’'une double réabsorption.

3. La concentration chimique des phospholipides du muscle
squelettique (long palmaire) chez I’'homme est assez constan-
te ; la concentration des glycérides est par contre extréme-
ment dépendente de I'état nutritionnel du patient.
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INTRODUCTION



HISTORIQUE

a présence d’un exces de lipides dans le sérum de patients souffrant

de maladies rénales a été signalée pour la premiére fois par Bright
en 1827. En 1839, Christison précisait cette notion: « dans le stade
précoce de la néphrite chronique, le sérum est habituellement un peu
lactescent et abandonne a I’éther, lors de son agitation avec lui, un
matériel concentré huileux qui ne semble guéere différent de la graisse
du tissu cellulaire sous-cutané ».

Les premieres études semi-quantitatives soulignaient la présence
en exces de cholestérol (Chauffard, Laroche et Grigaut, 1911 ;
WIDAL, Weill et Laudat, 1912 ; Denis, 1917 ; Gainsborough, 1929 ;
Epstein €l Rothschild, 1917 ; Port, 1919 ; Ilahn et Wolff, 1921 ;
Westphal, 1924 ; Schwarz et Kohn, 1922). L’augmentation du taux
des acides gras totaux (Bloor, 1917 ; Daniels, 1925 ; Knauer, 1927 ;
Ling et Liu, 1928 ; Hiller, Linder, Lundsgaard et Van Siyke, 1924 ;
Page, Kirk et Van Siyke, 1936 ; Heymann et Lund, 1951 ; Peters et
Man, 1943 ; Thomas, Rosenblum, Lander €t Fisher, 1951) et des
phospholipides (Daniels, 1925 ; Hoesch, 1931), est une notion d’acqui-
sition plus récente.

L’hyperlipémie n’existerait que dans les cas de néphrite accompagnée
d’cedéme (Murphy, 1927 ; Maxwell, 1927, 1934 ; Lichtenstein €t
Epstein, 1931 ; Calvin et Goldberg, 1931). Elle se rencontre également
dans les néphrites aigués mais a un moindre degré que dans le syndrome
néphrotique (Addis, 1948 ; Heymann et Wilson, 1959) : quand la
néphrite est au stade terminal, la lipémie redevient normale (Henes,
1920 ; Ashe et Bruger, 1933).

Ce n’est que plus récemment qu’une relation a été établie entre la
protéinurie et I’hyperlipémie. Cette relation n’est toutefois pas absolue.
Dans I'amyloidose, le lupus érythémateux diffus ou la glomérulosclérose
diabétique par exemple (Soffer, Southern, Weiner €t Wolf, 1961 ;
Muehrcke, Kark, Pirani €t Pollak, 1957 : Michon, Larcan, Huriet
et Gaucher, 1963), la protéinurie peut étre fort importante sans entrainer
un degré aussi marqué d’hyperlipémie que celui observé dans les syn-
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dromes néphrotiques idiopathiques ou connaissant une autre origine
(Wald, 1955 ; King et Bruger, 1935, Calvin et Goldberg, 1931 ;
Eichelberger et McKilusky, 1927 ; Blainey, Hardwicke et Whit-
FIELD, 1954).

CLASSIFICATION DES LIPIDES

Les lipides totaux se trouvent dans le sérum humain normal a
jeun a la concentration de 400 & 800 mg %. lls sont dosés par gravimétrie
ou par réduction d’'un oxydant tel que le dichromate de potassium.

Ils comprennent :

1) Les phospholipides (valeur normale = 150 a 300 mg %) dont
70 % sont représentés par la lécithine. lls sont dosés par leur contenu en
phosphore qui représente en moyenne 4 % de leur poids (Stewart et
Hendry, 1935).

2) Le cholestérol total (valeur normale = 150 a 250 mg %) dont 70
a 75 % sont estérifiés. 1l est généralement dosé aprés précipitation a la
digitonine par une réaction colorimétrique (Sperry €t Webb, 1950).

3) Lesglycérides ou esters du glycérol (valeur normale 25 al50mg%o).
lls sont dosés soit par différence aprés estimation des autres constituants
lipidiques sériques (Bragdon, 1951) soit aprés séparation chromato-
graphique, par dosage de leur liaison ester (Rapport €t Alonzo, 1955)
ou de leur contenu en glycérol (Van Handel et Zilversmit, 1957 ;
Carlison, 1960). Ces glycérides sont composés pour leur plus grande
partie de triglycérides mais ils contiennent aussi de petites quantités de
mono- et de diglycérides (Carison et Wadstrom, 1957, 1959).

4) Les acides gras non estérifies (FFA) (valeur normale = 0,3 a
0,7 mEqg/1) dosés par titration (Dole, 1956).

5) D’autres constituants en trés petites quantités tels que les céré-
brosides (Svennernholm et Svennerhoim, 1956,1963) (3,5 a 5,7 mg %),
les caroténoides (0,07 a 0,2 mg %) et la vitamine A (0,02-0,07 mg %)
(Leitner, Moore et Sharman, 1960), le squaléne (Goodman, 1964).

Les acides gras totaux provenant des esters du cholestérol, des phos-
pholipides, des glycérides auxc|uels s’ajoutent les acides gras non esré-
rifiés, sont dosés par titration aprés saponification (leur concentration
varie de 200 a 400 mg %o).

Des méthodes plus récentes ont permis de séparer les phospholipides
des autres ipides, les cholestérides des glycérides et les glycérides en
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plusieurs sous-fractions telles que tri-, di- et monoglycérides. Ces
méthodes sont la chromatographie sur colonne et en couche mince, le
support étant I'acide silicique.

CLASSIFICATION ET MODE D’IDENTIFICATION
DES LIPOPROTEINES DU PLASMA (L.P.)

Lorsqu’il eut été reconnu que les lipides du plasma sanguin étaient
liés aux protéines sous forme de complexes ou cénapses lipoprotéiques
(Machebceuf, 1929, 1936), les techniques de séparation et de mise en
évidence des protéines ont été appliquées a ces « lipoprotéines » (Char-
GAFF, 1944).

Trois méthodes principales ont permis de séparer les lipoprotéines
en trois grands groupes : les alpha-lipoprotéines, les beta-lipoprotéines
et les chylomicrons. Elles tirent profit des différences de solubilité, de
densité ou de mobilité dans un champ électrique, de ces constituants.
Ces méthodes sont ; la précipitation fractionnée, I'ultracentrifugation et
I'électrophorése.

1) Méthodes de précipitation

a) L’éthanol a froid (— 5“C) permet de séparer les alpha des beta-
lipoprotéines ; les premiéres se retrouvent dans les fractions IV et V de
CoHN, les secondes dans les fractions | et Ill (Cohn, Strong, Hughes,
Mulford, Asworth, Melin et Taylor, 1946 ; Cohn et coll., 1950 ;
Pearsall et Chanutin, 1949). Le rapport de cholestérol aux phospho-
lipides est de 2,31 dans les fractions | et 111 et de 0,81 dans les fractions IV
etV (Lever, Gurd, Uroma, Brown, Barnes, Schmid €t Schultz, 1951 ;
Oncley, Melin, Richert, Cameron et Gross, 1949 ; Oncley, Gurd
et Meltin, 1950).

b) Une préparation sélective des beta-lipoprotéines s’obtient par un
réactif acétate de Zinc-glycinate de Zinc (Cohn, 1953) ou par certains
polyanions a poids moléculaire élevé . héparine ou sulfate de dextrane
(Oncley, Walton €t Cornwell, 1957 ; Bernfeld, Donahue et Ber-
kowitz, 1957, Bernfeld, Nisselbaum, Berkeley, Hanson, 1960 ; Bur-
STEIN, 1956 ;| Burstein €t Samaille, 1958 ;| Burstein €t Fine, 1964 ;
Cornwell et Kruger, 1961) ou encore par des polycations (polyvinyl-
pyrrolidone) (Burstein et Berlinski, 1960).

Dans les cas de néphrose, une distribution anormale du cholestérol
parmi les fractions protéiques du sérum précipitées par I’alcool a été notée
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par Pearsall et Chanutin, 1949 ;| Barr, Russ €t Eder, 1951 ;| Eder et
Russ, 1952). L’anomalie de distribution consiste en une diminution du
cholestérol dans les alphalipoprotéines. Le méme résultat est obtenu par
I'analyse du surnageant aprés précipitation des betalipoprotéines par
I’héparine ou le sulfate de dextrane (Burstein et Berlinski, 1960).

2) Electrophorése

Cette méthode de séparation est basée sur la mobilité électrophoré-
tique différente des alpha et betalipoprotéines. Leur migration est
paralléle a celle des alpha et bétaglobulines du sérum. La révélation des
lipoprotéines en électrophorése libre est basée sur un procédé optique
(Brix, Tiselius €t Svensson, 1941). En électrophorése de zone (sur
papier, sur gel d’amidon, gel d’agarose ou acétate de cellulose) (Char-
man et Landowne, 1967), les lipoprotéines sont révélées par des colo-
rants spécifiques des graisses ; Soudan IV (Rosenberg, 1952) ou Schar-
lach, Soudan 111, Noir Soudan (Swahn, 1952 ; Kunkel €t Stater, 1952 ;
Mac Donald, 1958 ; Burstein €t Fine, 1964), QOil red O (Durrum,
Paul et Smith, 1952, Jencke, Hyatt, Jetton, Mattingly et Durrum,
1956, Lees et Hatch, 1963 ;| Lees et Frederickson, 1964). Au lieu de
2 constituants, Swahn (1953) croit pouvoir en distinguer 4 dans le
sérum normal : le premier se situe entre I'albumine et les globulines
alphaj et représente 30 % des lipoprotéines : il représente le groupe
alpha ; un second peu important chez le sujet normal (3 % des lipo-
protéines) migre au niveau des alphag-globulines : c’est la pré-beta-lipo-
protéine de Lees et Fredrickson (1964) ; le troisieme, représentant
60 % des LP est constitué par les beta-lipoprotéines ; le quatriéeme
représente les chylomicrons dont la migration est inhibée par leur haute
absorbabilité par le papier. lls ne se retrouvent que dans la lipémie post-
prandiale ou dans certains états pathologiques. Kunkel et Stater (1952)
ne retrouvent pas sur gel d’amidon, au niveau des gamma-globulines
cette quatrieme zone qui résulterait d’aprés eux d’un défaut de la méthode
d’électrophorése sur papier. D’autres auteurs identifient jusqu’a 5 frac-
tions et plus en sous-fractionnant les beta-lipoprotéines (Raynaud et
d’Eshoughes, 1955).

L’étude de la composition chimique de ces deux groupes de lipo-
protéines (alpha et beta) montre que les 2 fractions contiennent a peu
preés le méme pourcentage de phospholipides mais que la majeure partie
du cholestérol (environ 75 %) est accumulée dans la fraction beta (Otiver
et Boyd, 1953 ; Kunkel €t Siater, 1952). La proportion de cholestérol
libre et de cholestérol estérifié est la méme dans les deux types (60-80 %
sous forme estérifiée).
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Les beta-lipoprotéines sont nettement augmentées dans la néphrose
de I'enfant (Sart et Woli+f, 1957) ou de I'adulte (Longsworth, Shed-
LOVSKY et Mac Innés, 1939 | Longsworth et Mac Innés, 1940 ; Luet-
SCHER, 1940, 1942 ; Fasoli, 1952, 1953). Parfois, on observe un pic
intermédiaire important entre les groupes alpha et beta dont la nature
n’est pas précisée (Kunkel et Siater, 1952). Enfin, on note le plus
souvent une trainée beta treés riche en graisses neutres (c’est le quatrieme
constituant de Swahn ou chylomicrons) (Enselme €t Dreyfus, 1955 ;
SwWAHN, 1953 ; Nikkila, 1955).

Lors de I'amélioration de I'état clinique obtenue par I'ACTH, il
existe une bonne corrélation entre la diminution du taux du cholestérol
total du sérum et celle des lipoprotéines qui constituent le systeme de
transport de ce lipide (Farnsworth et Ruppenthal, 1951).

3) L’ultracentrifugation

La propriété la plus caractéristique des lipoprotéines est leur basse
densité {d = 0,98 a 1,21) comparée a celle des autres protéines du sérum
{d = 1,26 a 1,38). On utilise cette propriété pour leur séparation. Plus
légéres, elles vont se mouvoir vers la surface lorsque la densité du
milieu est supérieure a leur densité propre. En modifiant la densité du
milieu, on sépare les différentes lipoprotéines selon leur constante de
flottaison (de Lalla et Gofman, 1954). L’unité de flottaison utilisée
dans un milieu de densité 1,063 (CINa a 9 %«) est le Sf. Celui-ci est égal
a 1 X 10-3 cm/sec/dyne/gm (unité de vitesse cm/sec par unité de champ
de force dyne/gramme). Le coefficient Sf des lipoprotéines varie entre 0
et 40.000 (Gofman et colL, 1951). Les lipoprotéines alpha dont la densité
est supérieure a 1,063 sédimentent dans ces conditions avec les autres
fractions protéiques. En portant la densité du milieu a 1,21 par addition
de KBr, Lewis et Page (1953) ont pu les séparer du sédiment globulines-
albumine. Pour caractériser les lipoprotéines par leur densité, ils ont
recours a un nouveau symbole —S (comparable au Sf, et qui correspond
en fait a un coefficient de sédimentation négative dans un milieu de
densité 1,21).

Par ce procédé, on obtient six groupes de lipoprotéines

1) les —S (2-20) correspondent aux alpha”-lipoprotéines de Swahn
gue la méthode de Gofman ne permettait pas de séparer ;

2) les —S (20-25) correspondant aux lipoprotéines de Sf 1-3 ;
3) les —S (25-40) correspondant aux lipoprotéines de Sf 3-12 ;



20 LE METABOLISME LIPIDIQUE DANS LE SYNDROME NEPHROTIQUE

4) des —S (40-70) correspondant aux LP de Sf 12-20 ;
5) des —S (70-100) correspondant aux LP d’'un Sf20 a 100, et

6) des —S 100 identiques aux L.P. dont le coefficient Sf va de 100
a 40.000 qui constituent les chylomicrons.

Le groupe 1) dans la littérature anglo-saxonne est souvent désigné
sous le nom de « high density lipoproteins » (Havel, Eder €t Bragdon,
1955). Les groupes 2), 3), 4) et 5) constituent les « low density lipo-
proteins » des anglo-saxons, le groupe 6) les « very low density » et les
chylomicrons.

L’ultracentrifugation du sérum de patients néphrotiques montre une
nette augmentation des différentes fractions de lipoprotéines dont le
coefficient —s est supérieur a 23 (Lewis et Page, 1953), c’est-a-dire
dont le coefficient Sf est mesurable (Gofman, Rubin, McGinley €t
Jones, 1954 ; Gofman, Lindgren, Jones, Lyon et Strisower, 1951
Havel et colL, 1955). L’étude trés compléte de Baxter, Goodman et
Havel (1960) permet de distinguer par l'ultracentrifugation une compo-
sition lipoprotéique différente suivant qu’il s’agit d’une forme de
néphrose légere ou d’une forme sévere. Dans le premier cas, on note
une augmentation des beta-lipoprotéines de densité comprise entre 1,019
et 1,063, celle-ci est paralléle a la hausse du taux du cholestérol et des
phospholipides. Par contre, il y a peu de changement dans les lipo-
protéines de densité inférieure a 1,019. Dans les formes graves, on
assiste a une augmentation des lipoprotéines de densité inférieure a
1,019 ce qui se reflete dans le sang par une augmentation de la concen-
tration en triglycérides et par I'apparition de la lactescence (Baxter,
Goodman et Havel, 1960). Dans les phases de rémission induites parla
corticothérapie ou par des infusions répétées d’albumine, les lipoprotéines
de densité inférieure a 1,019 diminuent et celles de densité comprise
entre 1,019 et 1,063 augmentent. Des infusions prolongées de glucose
ont I'effet inverse (Baxter, Goodman et Shafrir, 1959). Ces variations
réciproques de la concentration des fractions lipoprotéiques s’observent
aussi en dehors de la néphrose. Elles suggérent I'existence d’un phéno-
meéne d’interaction entre les lipoprotéines de différentes densités. Ce
phénoméne est certainement d’ordre métabolique car des expériences
réalisées in vitro ne montrent aucun changement au cours du temps dans
la composition de mélanges de lipoprotéines de densités différentes
(Shafrir, 1959).
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Enfin la composition élémentaire des lipoprotéines (pourcentage des
phospholipides, des triglycérides et du cholestérol) peut étre modifiée
dans la néphrose humaine (Nye et Waterhouse, 1961). Il en est d
méme de leur composition en acides aminés (Rodbell, 1958).

Dans le syndrome néphrotique expérimental du rat, une augmen-
tation analogue des lipoprotéines s’observe mais elle est plus marquée
que chez I’homme pour les lipoprotéines de basse densité (Lewis et
Heymann, 1954 ; Baxter, Goodman €t Havel, 1960).

Le taux sérique des glycérides est un bon indice de la quantité de
lipoprotéines de basse densité présente dans le sérum (Albrink, 1961).

Le cholestérol total, par contre, n’est pas toujours un bon indice
de la quantité de lipoprotéines de densité 1,019-1,063 bien que cette
fraction renferme normalement la majeure partie du cholestérol. Dans
le syndrome néphrotique, en effet, la fraction de densité < 1,019 en
renferme souvent en grande quantité. Une estimation approchée du
spectre lipoprotéique peut étre tirée de la connaissance simultanée des
taux de cholestérol et de triglycérides ou plus simplement encore du
taux de cholestérol et de lI'aspect du sérum (Baxter, 1960). En effet, la
lactescence du sérum est toujours associée a une augmentation des
graisses neutres (Van Eck, Peters el Man, 1952, Albrink, Man et
Peters, 1955) ou des lipoprotéines de trés faible densité (Baxter, 1960 ;
Albrink, 1961). Elle apparait généralement lorsque le taux des graisses
neutres exprimées par leur contenu en acides gras dépasse 20 mEq/1.
Par contre, méme en présence d’une hypercholestérolémie importante
mais isolée, le sérum reste limpide (Albrink, Man et Peters, 1955).
Signalons encore deux autres méthodes de séparation des lipoprotéines
moins fréquemment utilisées :

4) La chromatographie (Hjerten, 1959 ; Carlson, 1960, Cramer,
1962 ; Peeters et Laga, 1963), et

5) L’'immunochimie ou immunoélectrophorése sur milieu agar en
utilisant des antisérums réagissant avec les alpha et les beta-lipoprotéines
(Levy, Fredrickson et Laster, 1966 ; Levy, Lees et Fredrickson,
1966 ; Burstein et Fine, 1964).
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PATHOGENIE DE L'HYPERLIPEMIE DU SYNDROME
NEPHROTIQUE

Relation entre I’hyperlipémie et I’hypoalbuminémie

Quoique I’hyperlipémie soit toujours associée dans cette affection a
de I’hypoprotidémie et en particulier a de I’hypoalbuminémie (Marsh et
Drabkin, 1955), il n’y a pas de parallélisme absolu entre la lipémie et
le déficit protidique plasmatique (Van Siyke et colL, 1930 ; Daniels,
1925 ; Lewis et Page, 1953). L’absence de parallélisme est particuliere-
ment frappante dans I’'amyloidose secondaire (Michon, Larcan, Huriet
et Gaucher, 1963) dans le lupus érythémateux (Jimenes-Diaz, 1950 ;
Muehrcke, Kark, Pirani et Pollak, 1957 ; Soffer, Southern,
Weiner et Wolf, 1961 ; Shearn, 1964) et dans les syndromes néphro-
tigues compliqgués de malnutrition ou de troubles digestifs (Peters,
Bruckman, Eisenman, Hald et Wakeman, 1931).

L’association obligatoire de I’hypoalbuminémie et de I'hyperlipémie,
conduit a chercher lequel de ces deux phénoménes était la cause de
I’autre (Heymann et Hackel, 1952 | Rosenman, Friedman €t Byers,
1956 ; Rosenman, Byers et Friedman, 1957 Heymann, Nash, Gilkey
et Lewis, 1958). C’est pourquoi I’'on s’est tout d’abord efforcé de déter-
miner lequel apparaissait en premier lieu.

Aprés l'injection au rat d’'un sérum néphrotoxique obtenu par
'immunisation d’un lapin, les lipides totaux du sérum augmentent
lentement dés la 2@ heure (Heymann et Hackel, 1952). Cette augmen-
tation s’accentue apres 4 heures pour atteindre des valeurs trés au-dessus
de la normale (valeur normale selon ces auteurs : 180 a 400 mg %o) :
parmi ces lipides, ce sont les triglycérides qui augmentent le plus rapi-
dement dés la 5@ heure (Rosenman, Byers et Friedman, 1957).

L’hypercholestérolémie est d’apparition plus tardive, ne devenant
manifeste que 6 a 8 heures apres I'injection d’hétéronéphrotoxines. Ce
symptbme s’accentue pendant des jours, voire méme des semaines.
L’évolution du taux des phospholipides sanguins est assez parallele a
celle du cholestérol (valeur normale selon Heymann et Hackel : 100
a 150 mg %). Pour Rosenman, Byers €t Friedman (1957), nonante-six
heures aprées l'injection, le taux des lipides décroit déja, cette décrois-
sance résultant surtout de la diminution rapide du taux des triglycérides.

La concentration protéique du sérum, elle, diminue parfois dés la
4® heure ; ce processus se poursuit régulierement pendant les 3 premiers
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jours. L’hyperlipémie précéderait donc plutdét qu’elle ne suivrait I’hypo-
albuminémie (Heymann, Nash, Gilkey €t Lewis, 1958). Cependant,
cet avis n’est pas partagé par tous les auteurs. Pour Rosenman, Byers
et Friedman (1957), la réduction du taux de la sérumalbumine est plus
précoce que I'augmentation des lipides sanguins. La rapidité de dévelop-
pement de la néphrose d’origine néphrotoxique ne permet pas une étude
chronologique trés précise de ces manifestations humorales. Aussi a-t-on
étudié la séquence des modifications sanguines produites par I'amino-
nucléoside (Dubach, Recant, Hatch et Koch, 1960). Une latence de
5 jours s’observe en effet avant I'apparition des manifestations franches
de la néphrose produite par cette substance. Dans cette affection, I’hyper-
cholestérolémie semble bien suivre I’hypoprotidémie. Cependant, selon
Dubach, Recant, Hatch et Koch (1960), cette relation temporelle ne
suffit pas a établir une relation causale entre les deux phénomeénes.

Le rble de I'hypoalbuminémie dans la genese de I'hyperlipémie a été
démontré par Rosenman, Byers et Friedman (1957). Lorsqu’on injecte
de l'albumine bovine par voie veineuse a des rats néphrotiques, on
observe toujours une diminution des lipides sanguins et surtout des
triglycérides. Si I'albumine bovine est perfusée d’'une maniére continue
pendant les 24 heures qui suivent l'injection du sérum néphrotoxique,
cette perfusion prévient I'augmentation des lipides sans que ceci puisse
étre attribué a leur hémodiludon ; en effet, I’'hnématocrite ne varie pas
significativement (Rosenman, Friedman et Byers, 1956). Dés que cesse
la perfusion d’albumine, le cholestérol et les lipides totaux augmentent
rapidement (en moins de 24 heures). Parfois, cependant, l'injection
d’albumine chez les animaux ou la néphrose est installée depuis plus de
24 heures, ne suffit pas a normaliser le taux des lipides tout en I’abaissant.
Il semble que I'albumine de rat, mieux que I’albumine bovine, y réussisse
dans ces cas (Alren, 1959).

Chez I'homme, Peters et Man (1948) observent une importante
diminution des lipides sériques, aprés I'injection d’albumine chez des
patients hypoalbuminémiques, atteints ou non de néphrose et cela que
le taux de lipides soit élevé ou non. Soothill et Kark (1956) observent
chez les néphrotiques une chute du cholestérol atteignant 50 %. Baxter,
Goodman et Allen (1961) abaissent le taux du cholestérol et des phos-
pholipides chez tous leurs malades et celui des triglycérides chez 3 de
leurs 5 patients.

Cette correction de I’hyperlipémie ne s’obtient pas seulement par

I'infusion d’albumine. La transfusion sanguine corrige I'anémie et aug-
mente le contenu protéique du sang. Elle diminue aussi le contenu en
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graisse et en cholestérol du sang qui reviennent a des valeurs normales
(Epstein, 1917).

Chez2 le rat néphrotique, Allen, Baxter €t Goodman (1961) ob-
tiennent un résultat similaire par I'infusion intraveineuse de dextran ou
de polyvinylpyrrolidone (PVP). Les doses utilisées doivent étre suffi-
santes pour augmenter le volume plasmatique. Les triglycérides diminuent
nettement plus que ne le font le cholestérol et les phospholipides.
L’injection de PVP a des rats normaux n’abaisse que le taux du choles-
térol et des phospholipides sériques, mais beaucoup moins nettement
qgue chez le rat néphrotique. L’effet favorable du dextran sur la lipémie
dans la néphrose expérimentale avait déja été noté par Heymann, Nash,
Gilkey et Lewis (1958). La similitude d’action des infusions d’albumine,
de dextran ou de polyvinylpyrrolidone a conduit a penser que la réduc-
tion de la pression colloido-osmotique du plasma était responsable de
I’hyperlipémie. 1l semble bien en tous cas que lI’on puisse écarter l'idée
que la diminution du taux des lipides pourrait résulter uniquement de
I’lhémodilution qu’entraine la perfusion d’agents osmotiquement actifs
(Mollison et Rennie, 1954). Selon ces auteurs, I'abaissement du taux
de cholestérol subsiste en effet, méme aprés le retour de I’hématocrite a
sa valeur initiale. Pour Heymann (1958) cette action est asse2 fugace.
Aprés la cessation du traitement, le taux sanguin de lipides remonte a
sa valeur initiale.

Le mode d’action de ces agents reste assex mystérieux. lls ne modi-
fient pas I’état néphrotique, ne réduisent pas la protéinurie et n’entrainent
aucune élévation de I'axotémie. Une action toxique du dextran ou du
PVP parait également exclue car aucune toxicité de ces produits n’a pu
étre démontrée. Ces substances ne paraissent pas augmenter la libération
de lipoprotéine-lipase (Housset, Etienne, Loeper et Cottet, 1968) bien
qu’une activation de cet enzyme ait été suggérée (Woldow, 1966) :
elles n’accélérent pas le processus de clarification des lipides plasmatiques
en agissant comme accepteurs d’acides gras. Etudiée par la technique
de Radding, Bragdon et Steinberg (1958), la synthése des lipo-
protéines de basse densité par des tranches de tissu hépatique provenant
de rats néphrotiques n’est pas modifiée par I'administration préalable
de dextran ou de PVP. Ces substances sont aussi dépourvues d’action
sur la mobilité des lipoprotéines du plasma (Stewart, 1958), au con-
traire de ce que I’on observe pour I’héparine et le sulfate de dextrane
(Havel et Bragdon, 1954, Jeavons et Ricketts, 1956 ;| Glazko,
Strong et Hazenko, 1954 : Houck, Morris et Lazaro, 1957). Le
dextran et le PVP bloquent le systéeme réticuloendothélial (Steele, Van



PATHOGENIE DE L'HYPERLIPEMIE 25

Siyke et Prazin, 1952 ; Nelson et Lusky, 1951 ; Squire, Bull, May-
cocK et Ricketts, 1955). Le blocage de ce systéme chez I'animal entraine
plutét une diminution du taux des lipides : le cholestérol notamment
s’abaisse (Brown, Philips et Kagan, 1952 ; Friedman, Byers el Rosen-
MAN, 1954 . Rice, Schots, Powell €t Alfin-Slater, 1954); cette
réduction de la lipémie reste toutefois peu importante. La dégradation
de ces substances n’influencerait pas davantage le métabolisme des
lipides plasmatiques. En fait, le PVP n’est pas métabolisé et est excrété
tel quel par I'urine (Steele, Van Siyke et Prlazin, 1952). Le dextran
est peu métabolisé chez I'animal (Cargill et Bruner, 1951). La libé-
ration de glucose a partir de dextran ne parait pas susceptible d’abaisser
le taux des lipides, car une alimentation riche en hydrates de carbone
ne modifie pas la clearance de chylomicrons injectés par voie veineuse.
Par contre, une telle alimentation réduit légérement le taux des lipo-
protéines de basse et de haute densité (Bragdon, Havel et Gordon,
1957) du sérum des rats normaux. Des perfusions continues de glucose
n’aménent pas de réduction significative du taux des lipides chez les
néphrotiques (B.axter, Goodman €t Shafrir, 1959), parfois méme elle
induit une augmentation des lipoprotéines de trés basse densité.

Le syndrome néphrotique n’est pas la seule circonstance ou I’hyper-
lipémie peut apparaitre comme un mécanisme compensateur de la
diminution de la pression oncotique résultant de I’hypoalbuminémie.
Les saignées répétées par exemple ont le méme effet sur la lipémie
(Boggs et Morris, 1909 : Sakai, 1914 ; Feigl, 1921 ; Horiuchi, 1920 ;
Barker €t Kirk, 1930 ; Roodenburg, 1945 ; Jimenez-Diaz, 1950 ;
Cleve et Hartmann, 1954 ; Spitzer €l Spitzer, 1955 : Sellers, Hub-
BARD et Marmorston, 1957). Dans ce cas, I’élévation du taux des
lipides sanguins provient en partie de la mobilisation des dépbts
sous-cutanés et rétropéritonéaux (Fishberg et Fishberg, 1928).

Machebceuf (1931), Machebceuf €t Tayeau (1939) croyaient que
la pression oncotique par gramme de protéine plasmatique était plus
élevée chez les patients souffrant de néphrose lipoidique que chez les
individus normaux et pensaient que cela était di a une augmentation
de la concentration des lipides. Cette opinion était partagée par Fish-
berg (1929) et Rabinowitch (1930). Ultérieurement Popjak et McCar-
thy (1943, 1946) démontraient que les lipides n’ont aucun effet osmo-
tique.

Lorsque fut connu le réle de la sérumalbumine comme accepteur
d’acides gras non estérifiés (FFA), on crut pouvoir expliquer par ce
mécanisme I’élévation du taux des lipides plasmatiques et I'effet hypo-
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lipémiant des injecdons d’albumine (Bogdonoff, Linhart, Klein et
Estes, 1961). L’insuffisance en substrat assurant le transport des acides
gras libérés par I’hydrolyse des triglycérides pouvait, pensait-on, bloquer
la Iipolyse (Robinson et French, 1953 | Gordon, 1957 ;| Seifter et
Baeder, 1955 | McDaniel et Grossman, 1955). En fait la concentration
plasmatique des FFA est normale dans le syndrome néphrotique (Saf-
FRAN et Kalant, 1959 ; Bogdonoff, Linhart, Klein et Estes, 1961)
mais si la fraction liée a I'albumine est diminuée, celle fixée aux lipo-
protéines est au contraire beaucoup plus élevée que normalement (Ott,
1957 ; Shafrir, 1958, Goodman et Shafrir, 1959).

Le partage des FFA entre I'albumine et les lipoprotéines dépend du
rapport des concentrations de ces fractions dans le sérum. Une répartition
normale des acides gras libres est rétablie par I'addition in vitro au sérum
néphrotique d’albumine pauvre en FFA (Ott, 1957). Le sérum de 2
patients présentant une anabuminémie contenait un taux anormalement
élevé de lipides dans la zone correspondant aux alphaj-globulines en
électrophorése sur papier. Il s’agirait, en fait, de beta-lipoprotéines
porteuses des FFA du sérum dont la migration aurait été modifiée (O«t,
1957).

Les lipoprotéines ayant un coefficient Sf élevé sont normalement
converties en lipoprotéines de Sf plus bas (Pierce, 1954). Gitlin,
Cornwell, Nakasato, Oncley, Hughes et Janeway, 1958) croient
que l'origine de I’hyperlipémie néphrotique devrait étre recherchée
dans la réduction du processus de conversion des lipoprotéines beta de
basse densité (Sf 10-200) en lipoprotéines de densité moyenne (Sf 3-9) ;
il résulterait de ce « blocage » une accumulation pathologique de lipo-
protéines de basse densité (Sf 10-200). Ce ralentissement du processus
de conversion pourrait étre attribué soit a la saturation, soit a une in-
suffisance en un ou des facteurs intervenant dans ce processus ; ces
facteurs sont précisément la concentration en albumine et le taux de la
lipoprotéine-lipase.

Comme le réle de I'hnypoalbuminémie dans la genése de I’'hyperlipémie
n’est pas contesté, il était intéressant de réaliser I'atteinte rénale du syn-
drome néphrotique tout en s’opposant au développement de I’hypo-
albuminémie. Il fallait pour cela empécher la fuite rénale d’albumine.
Ceci fut réalisé par la ligature des uretéres (voir plus loin). Dans ces
conditions I’hyperlipémie n’apparait pas (Rosenman, Friedman et
Byers, 1956). Il reste néanmoins surprenant que d’autres maladies réali-
sant une déplétion albuminique aussi considérable que celle observée
dans la néphrose ne s’accompagnent pas d’hyperlipémie. Tel est le cas
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du syndrome de malnutrition chez I'homme (Man et Gitdea, 1936),
du kwashiorkor (Dean et Schwartz, 1953 ;| Schwartz et Dean, 1957 ;
Smit et Pretorius, 1957 ;| Schendel et Hansen, 1958), de la cirrhose
portale (Man, Kartin, Durlacher €t Peters, 1945) et de la forme
hypercatabolique de I’hypoalbuminémie idiopathique (Gordon, 1959 ;
Marki et WUHRMANN, 1961). Ce n’est que dans la forme anabolique de
cette affection que le taux de cholestérol sérique est fréquemment aug-
menté et décroit lorsqu’on perfuse de I'albumine (Gordon, Bartter et
Waldmann, 1959). Tant par le type d’altération lipidique que par la
présence d’'cedeme cette forme s’apparente aux formes de néphrose avec
un taux d’albumine relativement bien conservé. Il est cependant a remar-
quer que dans la néphrose, la synthése protéique n’est pas diminuée
mais augmentée (Birahd, Fields et Goldman, 1955 ; Kaitz, 1959,
Marsh et Drabkin, 1958). Il se pourrait que dans les affections sus-
mentionnées ou I’hypoalbuminémie ne s’accompagne pas d’hyperlipémie,
des troubles nutritionnels ou métaboliques importants (Gittman, Gil-
bert et Savage, 1962), absents dans la néphrose, se superposent a
I’lhypoalbuminémie.

Signalons enfin que, dans I'analbuminémie, le taux du cholestérol
est fréquemment élevé (Beck et Dort.\, 1959 ; Ott, 1957, Waldmann,
Gordon et Rosse, 1964).

Ré6le du rein

Si I’hypoalbuminémie parait jouer un rble fondamental dans la
genese de I’hyperlipémie néphrotique, il était naturel de suspecter le rein
d’intervenir dans ce processus puisque ce sont les Iésions rénales qui
sont a l'origine de la fuite urinaire de la sérumalbumine.

Que le rein joue un réle dans le métabolisme lipidique est suggéré
par les observations suivantes : la ligature des uretéres chez le chien
(WINKLER, Durlacher, Hoff et Man, 1943 ; Heymann, 1942), le singe
(WINKLER, Durlacher, Hoff et Man, 1943), le chat (Nekludowy,
1925), le lapin (Svanborg, 1951) éléve la lipémie: I'occlusion des vais-
seaux du rein (Johnson, Bauer, Hirsch et Carbonaro, 1951) aurait le
méme effet (Hasson, Berkman, Parker et Rifkin, 1957 ; Blainey,
Hardwicke et Whitfield, 1954, Pollak, Kark, Pirani, Shafter €t
Muehrcke, 1956). Cette hyperlipémie pourrait étre la conséquence de
l'interruption de la fonction excrétoire du rein ou de I'altération d’une
éventuelle activité sécrétoire interne ou encore d’une altération de sa
fonction métabolique. C’est a cette derniére hypothése que se rallie
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SVANBORG (1951) ; en effet, la ligature des uretéres entraine une dimi-
nution de la tributyrase et de la phosphomonoestérase alcaline rénales.
Un autre enzyme du métabolisme lipidique, la lipase rénale, est diminué
dans certaines néphropathies expérimentales toxiques ou circulatoires
(Galeone et Pelocchino, 1954) et dans certaines atteintes tubulaires
chez I’'homme (Reubi et Schmid, 1955). Cette diminution de I'activité
lipasiclue semblerait grossierement en rapport avec I’hyperlipémie
(Ri'UBI et Schmid, 1955).

Chez 3 patients néphrotiques avec hyperlipémie séveére, Schirosa
et Guarini (1960) entrainent par I'injection de sang de la veine rénale
une diminution rapide de la lipémie ; cette réduction du taux des lipides
n’apparaitrait pas si le sang veineux injecté provient d’une veine du bras.

La néphrectomie entraine également de I’hyperlipémie (Heymann,
1942 Heymann el Sekerak, 1945 : Winkler, Durl.\cmer, Hoff et
Man, 1943 ; Nekludow, 1925 : Ch\nutin et Ludewig, 1933 ; Lude-
wiG et Chanutin, 1938 ;| Jimenez-Diaz et Castro-Mendoza, 1948 ;
Jimenez-Diaz, 1950) tandis que l'injection d’un extrait rénal inhibe
I’hyperlipémie observée aprés néphrectomie bilatérale ou ligature urété-
rale chez le chien (Jimenez-Diaz et Castro-Mendoza, 1952). Cette
observation n’est toutefois pas confirmée, ni par Svanborg (1951), ni
par Dimond, Marques Santos, Mundy €t Calderwood (1953). Des
dialyses péritonéales répétées préviennent I’élévation de la lipidémie chez
le chien soumis a la néphrectomie bilatérale bien que les lipides ne
soient pas dialysables (Di Luzio et Houck, 1956 ; Lewis, Kolff et
Page, 1956). 11 N’y a cependant pas de corrélation entre I'azotémie et la
concentration lipidique du plasma (Peters et Van Siyke, 1945 ; Jimenez-
Diaz et Castro-Mendoza, 1952). Cet effet des dialyses pourrait s’expli-
quer par I'’élimination d’une substance toxique pour le foie et notam-
ment le cholate dont I’exces pourrait jouer un rdéle dans I’hyperlipémie
(Friedman, Byers €l Rosenman, 1952 : Rosenman, Friedman et Byers,
1953).

Certains agents néphrotoxiques tels que le chlorure mercurique
(Atlas, Cash et Kirschen, 1949 ; Heymann el Sekerak, 1945), le
dichromate de potassium, le nitrate d’urane (Bauer, Johnson, Carbo-
naro €t hliRSCH, 1951, Keller, 1953) élévent le taux des lipides san-
guins. L’effet du mercure est plus net que celui des autres substances
précitées (Heymann et Clark, 1945). Comme ces toxiques ne provoquent
pas d’hypoprotéinémie, leur action parait liée plutdét au dommage rénal
qu’elles entrainent. Certains agents minéraux ou organiques, les sels
d’or, les diurétiques mercuriels, la tridione (Heymann, 1958 ; Min1i-
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CHAP et Kirman, 1953 ; Preedy et Russell, 1953 ; Munck et Nissen,
1956 ; Burston, Darmady et Stranack, 1958 | Riddle, Gardner,
Beswick et Filshie, 1958 ; Weissenbach, Martineau, Brocard et
Malinsky, 1936 ; Pasteur Vallery-Radot, Mauric, Wolffromm et
Guiot, 1942 ; Heymann, Hackel et Hunter, 1960 ; Farquhar, 1953),
a I’'opposé des premiers provoquent un syndrome néphrotique s’accom-
pagnant d’hyperlipémie.

Si le r6éle du rein dans le métabolisme lipidique parait bien établi
par ces expériences, sa participation dans I’hyperlipémie du syndrome
néphrotique n’en est guere expliquée. Cependant, chez des rats rendus
néphrotiques par I'injection de sérum anti-rein, la néphrectomie unila-
térale réalisée aprés l'induction de la maladie décroit pratiquement de
50 % le taux de I’hyperlipémie (Heymann et Hackel, 1955). La néphrec-
tomie bilatérale pratiquée immédiatement avant I'injection du sérum
néphrotoxique prévient le développement de I’hyperlipémie (Heymann
et Hackel, 1955). Si la Iésion néphrotique n’atteint qu’un des reins —
I'autre étant protégé par le clampage du pédicule rénal pendant 30 minu-
tes aprés l'injection intraveineuse du sérum néphrotoxique — la lipémie
est moins importante qu’en cas de |ésion bilatérale (Heymann et Hackel,
1955). L’ablation du rein Iésé ramene les lipides & leur valeur normale.
Ces diverses expériences suggérent qu’un agent induisant I’hyperlipémie
pourrait étre sécrété par le rein malade. Cette hypothése n’a pu étre
vérifiée jusqu’a présent.

La thrombose des veines rénales provoquée par leur ligature partielle
(Lagrue, Milliez, Halpern et Branellec, 1960) réalise un syndrome
néphrotique avec hyperlipémie chez le lapin. L’hyperlipémie serait au
moins en partie d’origine rénale car elle n’apparait pas si la ligature
veineuse est unilatérale ; elle apparait par contre si, quelques jours plus
tard, on enléve le rein opposé, sain.

Reubi et ScHMID (1955) envisagent un tout autre mécanisme. Le
filtre glomérulaire |ésé dans la maladie se laisserait traverser par des
molécules lipoprotéiques : les lipides ne pourraient-ils alors se libérer
de leur liaison protéidique lors de la réabsorption tubulaire et étre
restitués sous forme de lipides libres au pasma, la fraction protéique
étant moins résorbable et pratiqguement excrétée. Le rein néphrotique
jouerait ainsi un role dans la dégradation des lipoprotéines en favorisant
I'accumulation des lipides dans le sang.

En résumé, les travaux consacrés au réle du rein dans le métabolisme
des lipides et la pathogénie de I’hyperlipémie néphrotique, n’ont pas
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réussi & séparer ce qui revient a I’hypoalbuminémie provoquée par la
fuite rénale d’albumine des effets que pourrait avoir la présence d’un
parenchyme rénal altéré.

Ré6le du foie

Le foie parait étre la source principale sinon exclusive du choles-
térol sanguin chez I'animal (Byers, 1951). On admet que la quantité
de cholestérol excrétée par la bile est une fraction fixe de la quantité
totale de cholestérol synthétisé par le foie (Byers et Friedmann, 1952).
CDn pouvait donc penser que la mesure du débit biliaire du cholestérol
permettait d’apprécier la quantité synthétisée par le foie. Utilisant
comme précurseur de l'acétate marqué, Gould, Campbell, Taylor,
Kelly, Warner et Davis (1951) avaient montré que le cholestérol
synthétisé est en effet immédiatement sécrété dans la bile sans méme
avoir été complétement mélangé au cholestérol hépatique. Or la concen-
tration en cholestérol de la bile chez le rat néphrotique est plus basse
gue celle observée chez I'animal normal (Byers, Friedman et Rosen-
MAN, 1954). Ceci a fait conclure a I’existence d’une diminution de la
synthése du cholestérol chez les rats néphrotiques. Heymann (1956) ne
décele cependant aucun changement dans la synthése hépatique du
cholestérol deux jours apres I'injection de sérum néphrotoxique. Marsh
et Drabkin au contraire (1955) la trouvent accrue au méme moment.

Chez I'homme, London, Sabella €t Yamasaki (1951) ont étudié a
I'aide d’un précurseur marqué au deuterium la synthése du cholestérol
sérique. Celle-ci parait ralentie plutdt qu’accélérée chez un patient
néphrotique étudié par cette méthode.

In vitro, des tranches de foie isolées a partir de rats néphrotiques
depuis 5 a 7 jours, synthétisent moins de cholestérol marqué lorsqu’elles
sont incubées avec de I'acétate-I-C'* que des tranches de foie normal.
L’augmentation du pool de cholestérol ne suffit pas a expliquer cette
moindre incorporation (Marsh et Drabkin, 1955). Tout se passe comme
si le foie réagissait & une augmentation du taux sanguin de cholestérol
par une réduction de sa synthése. C’est ce que Gould et Taylor (1950)
observaient dans des expériences de gavage et Dubach et Recant (1961)
lors de I'administration d’un régime riche en cholestérol. Cependant, le
contenu en cholestérol du foie augmente dans ces expériences (Frantz,
Schneider €t Flinkelman, 1954) de sorte que la vitesse de synthése
hépatique est plutdt inversement proportionnelle au contenu en choles-
térol du tissu qu’au taux sanguin (Marsh, 1955).
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Le contenu en cholestérol et en lipides totaux du foie néphrotique a
fait I’objet de rapports contradictoires. Celui-ci est normal pour Rosen-
MAN, Friedman et Byers (1955) ; il est diminué pour Heymann et
Hackel (1957). Pour Marsh et Drabkin (1955), Saffran et Kalant
(1959), Maimendier (1962), le contenu du foie en cholestérol et en
acides gras totaux est plus élevé chez les animaux néphrotiques. Il est
généralement admis que cette augmentation des lipides hépatiques est
davantage due a I’'hypertrophie du foie (Heymann et Hackel, 1957 ;
Malmendier, 1962) qu’a une augmentation de la concentration par
gramme d’organe. L’augmentation pondérale du foie (exprimé en % du
poids du corps) n’est pas due chez I’'animal néphrotique a une augmen-
tation du contenu en eau du tissu (Heymann et Hackel, 1957).

In vivo, aprés injection intraveineuse de palmitate marqué, I'activité
spécifique des acides gras totaux et du cholestérol hépatiques et sanguins
décroit plus rapidement chez le rat néphrotique (Saffran et Kalant,
1959). Ces auteurs tirent de leur travail la conclusion que la synthése
hépatique et la libération des lipides est accrue dans la néphrose. En
méme temps existerait une rétention des lipides dans le sérum. Malmen-
dier (1962), dans des expériences de distribution tissulaire de C** aprées
injection intraveineuse de palmitate et de chylomicrons, a montré que
le foie du rat néphrotique retenait une quantité beaucoup plus consi-
dérable de la radioactivité dans les glycérides et les phospholipides que
le rat normal.

S’appuyant sur les travaux de Feinberg, Rubin, Hill, Entenman
et Chaikoff (1945) chez le chien, Heymann et Hackel (1956) démon-
trent que I'administration orale de DL-éthionine a des rats néphrotiques
réduisait le taux des lipides plasmatiques et les ramenait & leur niveau
normal apres 3 a 5 jours. Parallélement, le contenu en lipides du foie
(qu’ils trouvaient abaissés dans ce syndrome), tendait & se normaliser.
On sait que I'ethionine interfere avec la formation des protéines au
niveau du foie et provoque une stéatose hépatique chez des femelles
normales maintenues a jedn (Farber, Simpson €t Tarver, 1950).
Comme pratiquement tous les lipides sériques se trouvent sous forme
de lipoprotéines, il est concevable que I’éthionine diminue la synthése
des lipoprotéines et leur libération dans la circulation. Ainsi s’explique-
rait 'augmentation des graisses hépatiques et la décroissance du taux
des lipides plasmatiques chez les rats néphrotiques traités.

La synthése des protéines et particulierement des lipoprotéines par
le foie néphrotique a également été étudiée a l'aide de précurseurs aminés
marqués, tant in vitro qu’/« vivo. Des tranches de foie provenant de rats
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néphrotiques incorporent les acides aminés (leucine-I-C*) plus rapi-
dement dans les lipoprotéines que ne le font les tranches de foie de rats
normaux (Radding et Steinberg, 1960). Dans des expériences de per-
fusion hépatique réalisée in situ, une synthése accrue de lipoprotéines de
basse densité a été observée par Marsh (1960) chez des rats néphrotiques.
Celle-ci va de pair avec une augmentation de la synthése d’albumine
(Marsh, 1960).

Enfin, il reste a dire un mot d’observations physiologiques tendant
a démontrer le réle du foie dans la genése de I'hyperlipémie néphrotique.
La ligature du canal biliaire chez le rat (Heymann et Hackel, 1955) ne
diminue I’hyperlipémie — en méme temps d’ailleurs que la protéinurie —
qu’en cas d’atteinte rénale sévére. L’intervention est sans effet lorsqu’elle
est pratiquée a la phase chronique de I'affection c’est-a-dire de 2 a 4 mois
aprés I'induction de la néphrose. L’hépatectomie subtotale (Heymann et
Hackel, 1955) interfére de maniére significative avec le développement
de I'hyperlipémie néphrotique alors que la splénectomie n’en modifie
pas le cours.

Ro6le de lintestin

Pensant que I’hypercholestérolémie du syndrome néphrotique n’était
pas explicable par une modification de synthése hépatique du choles-
térol, Byers, Rosenman et Friedman (1955) ont recherché si le taux
plasmatique du cholestérol était influencé par son excrétion fécale. Trés
rarement semble-t-il un taux élevé de cholestérol sérique parait résulter
d’une diminution de celle-ci.

L’excrétion fécale de graisses n’est pas différente chez des rats néphro-
tigues non encore arrivés au stade chronique de la maladie de ce qu’elle
est a I'état normal. Il n’y a donc aucun argument pour penser que
I’excrétion par les féces joue un réle dans I'élévation du taux des lipides
sériques dans le syndrome néphrotique.

Réle des glandes endocrines et de leurs hormones

a) L’Hypophyse

L’hypophysectomie lorsqu’elle est pratiquée avant l'injection de
sérum néphrotoxique au rat réduit I'importance de la protéinurie, de
I'ascite et de I';edéme sous-cutané tout en ne modifiant ni I’hypoprotéi-
némie ni I’hyperlipémie (Heymann, Hackel, Gilkey €t Salehar, 1953).
Ce n’est pas l'avis de Barry et Numa (1957) qui trouvent que les rats
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néphrotiques hypophysectomisés, malgré une hypoalbuminémie sévére,
ne développent qu’une hyperlipémie tres modérée. Si I'intervention est
pratiquée aprés l'installation de la néphrose, elle réduit la lipémie et la
protéinurie (Tracy, 1962 ; Bally et Numa, 1957). Le taux du choles-
térol ne revient toutefois pas a sa valeur normale (Oriver et Kelsch,
1964). Dans la néphrose par amino nucléoside I'extirpation hypophy-
saire prévient 'augmentation du cholestérol et des triglycérides sériques
(Hoak, Connor €t Stone, 1966)

Dans I'analyse des effets de I’hypophysectomie on se rappellera que
les extraits hypophysaires augmentent la synthése des lipoprotéines.
L’hormone de croissance en particulier mobilise les acides gras des
triglycérides du tissu adipeux (Goodman et Knobil, 1964 ; Goodman,
1966) et éléve leur concentration sanguine. Les effets de I’hypophysec-
tomie chez le rat néphrotique pourraient donc s’expliquer par la réduc-
tion de ce processus.

b) L.a surrénale

La surrénalectomie, qu’elle soit pratiquée avant ou aprés l'injection
de sérum néphrotoxique, bien que réduisant la protéinurie et I'cedéme
n’a pas d'effet sur I’hyperlipémie (Heymann, Hackel, Gilkey €t Sale-
HAR, 1953).

C) La thyroide

L’abaissement du métabolisme basal est fréquent chez le sujet
néphrotique (Epstein et Lande, 1922). Il suggére l'existence d’une
hypothyroidie associée. La glande thyroide n’est toutefois pas augmentée
de volume et les patients ne répondent pas a des doses élevées de thyro-
xine (Epstein, 1926, Leiter, 1931, Peters et Man, 1948).

De méme, I'administration aigué d’hormone thyroidienne n’affecte
pas significativement les lipides plasmatiques élevés des rats néphrotiques
(Rosenman et Smith, 1958).

Recant et Riggs (1952) et Rasmussen (1956) ont décrit I'abaissement
du PBI chez 16 patients (valeur moyenne 2,2 (xg %). Par contre, le
pouvoir de captation de la thyroide (mesuré par I'ENi) était normal. La
perte urinaire de PBI ne représenterait qu’une petite partie de la sécrétion
journaliére normale d’hormone thyroidienne selon Recant (1952) et ne
suffirait pas a expliquer I'abaissement du taux sanguin. La thyroide
répond normalement a la stimulation par I'hormone thyréotrope (Re-
cant et Riggs, 1952). Au contraire, pour Rasmussen (1956) la perte
urinaire d’hormones thyroidiennes représente 25 a 30 % de la sécrétion
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normale. Il s’y ajoute une perte fécale non négligeable. La sécrétion
journaliere de thyroxine par la glande thyroide étant normale, la quantité
dégradée chaque jour au niveau des tissus périphériques serait de 50 %
environ. Il en résulte que la vitesse de disparition du plasma de la thyro-
xine I"®! est accélérée chez le néphrotique (T/2 raccourci). Selon Ras-
Mussen (1956) I'abaissement du métabolisme basal des néphrotiques est
dd a une inaptitude du systeme hypophyse-thyroide a compenser le
déficit apparent d’hormones thyroidiennes.

Un défaut de liaison des hormones thyroidiennes aux protéines
plasmatiques a été suggéré par Robbins, Rall et Petermann (1954) et
Recant (1956). D’études réalisées in vitro, Robbins, Rall €t Peter-
mann (1957) concluent que la capacité de fixation de la thyroxine sur
I'alphaj-globuline n’est que trés légérement diminuée dans le sérum
néphrotique. L’alpha”-globuline a laquelle se lie I’hormone thyroidienne
existe dans le sérum néphrotique comme dans le sérum humain normal
(Robbins, Rall et Petermann, 1957). Dans l'urine, la thyroxine est égale-
ment liée a de I'alphai-globuline spécifique (Recant, 1957). Ceci dit, il est
toutefois possible qu’une différence quantitative existe entre le sujet
normal et le sujet néphrotique (Recant, 1957) de telle sorte que la
concentration en hormone libres (non liées a la protéine) soit normale
ou méme augmentée dans la néphrose. Si les effets physiologiques des
hormones thyroidiennes étaient fonction de la quantité d’hormone
libre, on comprendrait aisément la coexistence d’'un état d’euthyroidie
et d’'un PBI bas. En ce qui concerne le métabolisme lipidique, on sait
gue la L-triiodothyronine inhibe I’hydrolyse des triglycérides (Shore,
1955). Cette inhibition ne résulterait toutefois pas d’une inactivation de
I’héparine ou d’un enlévement de calcium ou de magnésium.

Role des apports alimentaires

L’hypercholestérolémie ne peut étre secondaire a une augmentation
de I'absorption intestinale du cholestérol exogéne (Rosenman, Fried-
man €t Byers, 1954, Sadhu et Morkerjea, 1955) car elle survient
méme en I’absence compléte de graisses dans le régime alimentaire. Par
contre, le taux plasmatique des acides gras totaux s’éléve notablement
aprés les repas (Mitter et coll., 1929) chez les patients néphrotiques ;
le régime ne semble pas affecter le taux du cholestérol (Beumer, 1921 ;
WICHERT, Pospeloff el Jakowlewa, 1929 Heymann et Startzman,
1946). Ces observations n’ont cependant pas pu étre confirmées par
Epstein €t Rothschild (1917), Page et Farr (1936).
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Réle des facteurs intraplasmatiques

Nous avons vu que le syndrome néphrotique humain comme la
néphrose expérimentale s’accompagne d’une élévation des trois frac-
tions lipidiques du sérum : cholestérol, phospholipides et glycérides.

Albrink, Man et Peters (1955) ont par ailleurs noté I’association
physique du cholestérol et des lipides neutres dans les molécules de
chylomicrons. On peut concevoir qu’un exces de graisses neutres puisse
diminuer la solubilité du cholestérol et prévenir son inclusion dans les
lipoprotéines solubles ce qui entrainerait de I’hypercholestérolémie.
Certains arguments expérimentaux viennent a l'appui de cette thése.
Friedman et Byers, 1955, Friedman, Rosenman €t Byers, 1954
infusant rapidement par voie veineuse une suspension de graisses
neutres induisent non seulement une hyperlipémie mais aussi une hyper-
cholestérolémie. L’injection de protamine qui prévient le départ du sang
d’une importante quantité de graisses neutres a le méme effet. L’élévation
expérimentale du taux des phospholipides plasmatiques (par I'infusion
d’'une émulsion de phospholipides de la féve de soya) provoque, elle
aussi, une élévation du taux du cholestérol (Friedman et Byers, 1956).
L’hypercholestérolémie du syndrome néphrotique ne pourrait-elle pas
étre secondaire a un trouble du métabolisme des graisses neutres ou
des phospholipides ? Si cette hypothése était correcte, il resterait évidem-
ment & élucider les raisons de l'augmentation des glycérides et des
phospholipides.

Moser €t Emerson (1955) ont observé dans le syndrome néphro-
tigue humain, un retard important dans I’établissement de I’équilibre
entre phospholipides plasmatiques et hépatiques ; la fraction de phos-
pholipides disparaissant de la circulation par unité de temps est beaucoup
plus petite que normalement. Le temps de « turnover » des phospho-
lipides injectés est le double de la normale. Cette différence pourrait
s’expliquer par une altération de la composition des phospholipides ;
on sait en effet que chez le chien le temps de renouvellement de la cépha-
line et de la sphingomyéline est plus long que celui de la lécithine. Les
résultats obtenus chez les néphrotiques indiquent comme dans I’hypo-
thyroidie une altération du rapport de ces phospholipides (Nye et Water-
HOUSE, 1961).

Un excés de cholate a été trouvé dans le sang des patients et des
rats néphrotigues par Rosenman, Friedman €t Byers (1953), quand il
existait de I’hypercholestérolémie. Or I’injection intraveineuse ou le
gavage de cholate augmente le taux du cholestérol sériqgue chez les
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animaux normaux et néphrotiques (Byers, Friedman, Biggs et Gun-
NiNG, 1953) ; ces derniers se débarrassent toutefois moins facilement de
I’excés de cholate que les normaux. Le taux de cholestérol retourne de
ce fait plus lentement a la valeur de départ chez les animaux néphro-
tiques. Cet excés de cholate pourrait également étre responsable de la
réduction de la tension de surface observée par Crausen (1925) et par
Leiter (1931) sur du sérum néphrotique.

L’héparine administrée par voie veineuse accélére la disparition de
la graisse particulée visible et clarifie le sérum dans I’hyperlipémie
alimentaire (Hanhn, 1943). Ce phénoméne ne se produit qu’/« vivo (Hahn,
1943 ;: Weld, 1944 ; Anderson et Fawcett, 1950 ;| Swank et Wilmort,
1951 ; Brock, Barrer €t Mann, 1951 ; Waldron et Friedman, 1948 ;
Brown, 1952 ; Oliver et Boyd, 1953 ; French, Robinson et Florey,
1953 ; Levy et Swank, 1953). L’héparine modifie profondément le
le spectre des lipoprotéines (Graham, Lyon, Gofman, Jones, Yankley,
SIMONTON et Write, 1951). Les molécules de coefficient Sf élevé dimi-
nuent en nombre tandis qu’augmente la concentration des lipoprotéines
ayant un coefficient Sf bas. L’enzyme responsable de I’hydrolyse
de triglycérides, aboutissant a la libération d’acides gras et de
glycérol, hydrolyse activée par l'injection d’héparine, a été appelé
lipoprotéine-lipase par Korn (1955). Cette propriété de I’héparine peut
étre observée in vitro si I’'on ajoute le plasma clair d’un sujet héparinisé
au préalable a du plasma lipémique (Anderson et Fawcett, 1950 ;
Anfinsen, Boyle et Brown, 1952, Brown, Boyle et Anfinsen, 1953
Shore, 1953). Le plasma néphrotique subit alors comme le plasma
normal I'effet clarificateur de I’héparine (Rosenman et Byers, 1960 ; Day
et Wilkinson, 1958). Il est donc peu probable que le sérum néphrotique
contienne un inhibiteur de la lipoprotéine-lipase comme I'avaient supposé
Seifter et Baeder (1954). Ces observations n’excluent pas I’hypothése
d’un déficit en lipoprotéine-lipase dans le sérum néphrotique. 1l y aurait
déficit pour Gitlin et Gross (1957), Gitlin, Cornwell, Nakasato,
Oncley, Hughes et Janeway (1958) et Larcan, Wolff et Wolff
(1962) chez certains patients néphrotiques et pas chez d’autres. Toute-
fois, le dosage de la lipoprotéine-lipase dans le sérum lactescent de rats
néphrotiques ne s’est pas révélé différent de celui des rats normaux
(Korn et Malmendier, 1961).

L’action de la lipase ne peut se poursuivre en lI’'absence d’albumine.
L’addition d’albumine au plasma néphrotique hypoalbuminémique (Ro-
senman et Byers, 1960) permet une clarification compléte du sérum
lactescent. Ceci confirme le role essentiel de I’albumine comme accepteur



PATHOGENIE DE L'HYPERLIPEMIE 37

d’acides gras libres (Robinson et French, 1953 ; Seifter €t Baeder,
1955) et suggére gu’en I'absence d’albumine le processus de clarification
optique d’un substrat triglycérique est inhibé par un excés d’acides gras
libérés (Robinson, 1953 ; Gordon, Boyle, Brown, Cherkes €t Anfin-
SEN, 1953 ; Grossman, Stadler, Cushing et Paim, 1955).

L’héparine prévient I'élévation du taux des lipides et du cholestérol
dans la néphrose expérimentale si elle est administrée avant ou immédia-
tement aprés l'injection du sérum néphrotoxique (Rosenman, Byers et
Friedman, 1954 ; Rosenman €t Friedman, 1957). Dans la néphrose
humaine I'administration d’héparine réduit le taux des graisses neutres
(Herzstein, Wang €t Adlesberg, 1954) mais la diminution de la lipémie
est moins importante que chez le sujet normal (Kiein et Lever, 1957).
Rosenman et Friedman (1957) pensent que si I'injection d’albumine aux
rats préalablement rendus néphrotiques ne normalise pas complétement
le taux des lipides sanguins, c’est sans doute parce que I’héparine
s’échappe dans I’'urine en méme temps que I'albumine, la lipoprotéine-
lipase et un co-facteur éventuel. On comprend ainsi que lorsque le rat
néphrotique est néphrectomisé et infusé avec de I’albumine, on observe
une normalisation des lipides alors qu’on ne l'observait chez les rats
néphrotiques intacts qu’aprés la perfusion intraveineuse simultanée
d’albumine et d’héparine (Rosenman, 1957).

Seifter et Baeder (1956) ont démontré la présence dans le plasma
normal d’un facteur mobilisateur des lipides dont I’administration répétée
entraine de I’hyperlipémie avec perte de poids consécutive a une déplé-
tion des graisses périphériques. Dans les cas de néphrose avec hyper-
cholestérolémie, les concentrations en ce facteur seraient plus grandes
gue chez les rats normaux (Zarafonetis, Seifter, Baeder €t Kalas,
1957).

Ni la présence d'un inhibiteur de la lipoprotéine-lipase sérique
d’une part, ni la rétention des lipides dans le compartiment plasmatique
par défaut d’accepteurs d’acides gras libres, d’autre part, ne paraissent
expliquer la diminution de la vitesse d’extraction sanguine des chylo-
microns observée par Saffran et Kalant (1959), Morris et French
(1959), sSoDHi et Karant (1960) chez le rat néphrotique. En effet,
celle-ci n’est pas corrigée par I'administration d’albumine bovine (Mor-
ris et French, 1959) ou de sérum-albumine de rat (Sodhi et Kalant,
1960). Elle n’est pas modifiée non plus par lI'injection de plasma néphro-
tigue a un rat normal (Sodhi et Katant, 1960). Le retard d’extraction
des chylomicrons ne pourrait-il s’expliquer par un effet de dilution si
I'on supposait une mobilisation accrue des lipoprotéines endogénes
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venant des dépéts. De fait, la présence d’une hyperlipémie endogene
massive chez des rats non néphrotiques n’altére pas la vitesse de dispa-
rition des chylomicrons administrés. Les chylomicrons toutefois peuvent
étre enlevés sans avoir subi une hydrolyse préalable par une lipoprotéine-
lipase sérique (French et Morris, 1958). On pourrait donc ne pas
étre & méme de mettre en évidence in vivo un effet d’inbibition de cette
lipoprotéine-lipase (Sodni et K\1ant, 1960).

Réle des tissus périphériques

Marsh et Drabkin (1955) considérent I’hyperlipémie de la néphrose
expérimentale comme une « lipidémie de transport », c'est-a-dire une
mobilisation des graisses et du cholestérol a partir de leurs lieux de
stockage, en réponse & un besoin accru de graisses comme source
d’énergie. La mobilisation accrue de ce matériel entraine nécessairement
une augmentation du taux sanguin et une diminution de la concentration
des lipides dans les réserves. Ceci parait bien se vérifier pour le choles-
térol. En effet, le cholestérol corporel total du rat néphrotique est sensi-
blement égal a celui du rat normal. Or, le contenu en cholestérol du
sang, du foie et des reins y est beaucoup plus important que normale-
ment ; par conséquent le cholestérol des tissus adipeux et musculaire
doit étre fortement abaissé. Le faible concentration du cholestérol dans
les tissus adipeux et musculaire ne permet pas de bien saisir la différence
entre normaux et néphrotiques. Le cholestérol de la peau — dont la
concentration est élevée (3,4 mg/Gm de peau) pourrait aussi étre
mobilisé beaucoup plus rapidement chez le rat néphrotique (Goodrich
et Harms, 1964). Par contre, le taux des glycérides et des graisses totales
musculaires est nettement abaissé chez les rats néphrotiques (Malmen-
dier,.1962). Ces observations cadrent donc bien avec I’hypothése for-
mulée par Marsh et Drabkin. On admet qu’en raison d’un besoin énergé-
tique accru, les graisses mobilisées a partir du tissu adipeux sont libérées
sous forme d’acides gras libres non estérifiés (Gordon, 1957 ; Fre-
DRICKSONet Gordon, 1958). Il parait peu probable que les triglycérides
soient libérés tels quels par un autre tissu que le foie (Stein et Shapiro,
1960 ; Hamosh et Shapiro, 1961).

Par contre, tous les tissus semblent capables d’extraire de la circu-
lation les chylomicrons sans hydrolyse préalable des glycérides. Le foie,
le tissu adipeux et le muscle les captent en grande quantité (Bragdon et
Gordon, 1958). L’étude de la distribution tissulaire des chylomicrons
marqués au C™ apres leur injection intraveineuse montre chez le rat
néphrotique une augmentation de captation par le foie (Malmendier,
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1962). Cependant, I'extraction sanguine des chylomicrons est réduite
chez le rat néphrotique (Friedman, 1954 ; Saffran et Kalant, 1959).
On doit donc admettre que la captation est diminuée a la périphérie
(muscle et tissu adipeux). Une diminution de la radioactivité en

dans les extraits lipidigues du muscle et du tissu adipeux des animaux
néphrotiques aprés injection de chylomicrons a, en effet, été observée ;
elle pourrait cependant ne pas traduire une diminution réelle de la
captation des chylomicrons mais résulter d’'une augmentation de I'utili-
sation de ces lipides pour des besoins métaboliques avec libération
accrue d’acides gras libres dans la circulation (Malmendier, 1962).

CONCLUSION

On retiendra de cette introduction que le syndrome néphrotique
expérimental du rat peut se présenter sous deux formes cliniques aux-
quelles correspondent des tableaux humoraux différents en ce qui
concerne les lipides. Tantbt le syndrome néphrotique est modéré : les
cedemes sont discrets, I'albuminurie d’intensité moyenne et I’hypoalbu-
minémie peu marquée. Tantdt la maladie est sévére s’accompagnant
d’ascite, d’albuminurie massive et d’hypoalbuminémie importante. Dans
le premier cas, le sérum est clair, I’hyperlipémie n’excéde pas 900 mg %,
le taux du cholestérol est cependant fort élevé. Dans le second cas, le
sérum a un aspect lactescent et les triglycérides représentent la majeure
partie des lipides sériques.

Des multiples travaux expérimentaux réalisés dans le but d’expliquer
I’hyperlipémie du syndrome néphrotique nous retiendrons essentielle-
ment ce qui suit :

1. lereinjoue un réle fondamental mais indirect dans le déclenchement
de I’hyperlipémie, il n’intervient pas directement dans le métabolisme
lipidique, mais il est responsable de la fuite d’albumine et par consé-
quent de I’hypoalbuminémie. Le rdle pathogénique de I’hypo-
albuminémie n’est pas contestable. En effet, la restauration d’'un
taux normal d’albumine corrige généralement I’hyperlipémie.

2. au niveau du foie la synthése de protéines et particulierement
d’albumine est accrue. Il en va de méme pour les lipoprotéines.
Le foie paraitjouer un réle déterminant dans la genése de I’hyper-
cholestérolémie.

3. le métabolisme des tissus périphériques (muscle et tissu adipeux)
n’a été jusqu’ici que peu étudié. Cependant, la masse musculaire
représente environ 40 % du poids total du rat (Donaldson, 1924)
et le tissu adipeux 10 a 15 %. Cette constatation suffit a justifier le
présent travail.



BUT DU TRAVAIL



TAANS des travaux parus en 1962 (Malmendier), NOUS avions étudié
la répartition des lipides dans différents organes et tissus au cours
du syndrome néphrotique du rat provoqué par l'injection de sérum
néphrotoxique. Nous avions observé que dans les formes moins séveres
de la maladie, les graisses hépatiques étaient augmentées tandis que le
contenu en lipides du tissu musculaire et du tissu adipeux était normal
et méme parfois un peu élevé. Dans les formes plus graves ou le sérum
était lactescent, les lipides hépatiques étaient tout aussi accrus mais le
contenu en graisses du muscle et du tissu adipeux était toujours diminué.
Ces observations sans exclure I’hypothése que I’hypercholestérolémie et
I’hyperphospholipémie trouvent leur origine dans une augmentation de
la synthése hépatique, suggéraient que I'élévation du taux des trigly-
cérides provenait davantage d’une mobilisation accrue des graisses péri-
phériqgues comme l'avaient proposé déja Marsh et Drabkin (1955).
Ces observations nous ont conduit & centrer notre attention sur le
métabolisme du tissu musculaire du rat néphrotique, d’une part, et sur
certains aspects du métabolisme du rat néphrotique étudié in toto, d’autre
part.

La premiére partie du travail a trait aux études réalisées in vitro sur
des diaphragmes isolés ; dans le premier chapitre de notre étude, nous
traiterons de l'incorporation par ce tissu de précurseurs marqués inter-
venant dans la synthése des glycérides. Comme cette synthése participe
de deux copules, I’acide gras et le glycérophosphate, nous avons Utilisé
comme précurseurs le palmitate, la leucine, le glycérol et le glucose.

Dans le second chapitre, nous étudierons in vitro I’oxydation par le
tissu musculaire de 3 des précurseurs précités, le palmitate, le glycérol
et le glucose. La constatation d’une diminution importante de la teneur
en glycogéne du muscle nous a conduit a rechercher dans quelle mesure
une altération du métabolisme glucidique pouvait étre a l'origine des
troubles constatés dans le métabolisme lipidique du muscle et a déter-
miner la part relative de ces 2 voies métaboliques dans les processus oxy
datifs observés in vitro.

La seconde partie du travail est consacrée a I’étude in vivo de la parti-
cipation des hydrates de carbone et des graisses dans les phénomeénes
d’oxydation. L’oxydation du palmitate, du glucose 1-O* et -6-0* a été
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mesurée par la radioactivité du expiré au cours du temps. L’inter-
prétation des résultats obtenus nous a conduit & déterminer le pool
du glucose et celui du bicarbonate de rats normaux et de rats néphro-
tiques ainsi que le métabolisme basal et le quotient respiratoire de ces
animaux.



MATERIEL ET METHODES



1. Production du syndrome néphrotique

Nous avons utilisé dans nos expériences des rats « Sherman »
males pesant entre 170 et 250 grammes. La néphrose est induite par
une ou deux injections intraveineuses a 24 heures d’intervalle de sérum
de lapin, néphrotoxique pour le rein de rat, sérum provenant d’un
pool préparé selon la méthode de Baxter et Goodman (1956). Les
criteres de la néphrose sont; I'albouminurie massive, I'ascite, I’'cedéme
sous-cutané, I’hnypoalbuminémie et la lactescence du sérum. Les animaux
en expérience sont sacrifiés le 6® jour de la maladie. Pendant ces 6 jours,
ils recoivent de I'aliment « Protector » pour rats contenant en poids :
16,5 % de protéines, 4 % de graisses, 32 % d’hydrates de carbone et
des doses adéquates de vitamines. Comme une réduction de I'appétit a
été notée chez les rats néphrotiques, certains rats normaux ont regu, a
titre comparatif, la méme ration que les néphrotiques (on les appelle
rats «isonourris »). Enfin, certains animaux normaux et néphrotiques
ont été privés de nourriture 22 heures avant I’expérience (ce sont les
rats « a jeQn »).

2. Prélevements

Le diaphragme est excisé aprés décapitation, placé immédiatement
dans une solution tampon de Krebs-Ringer phosphate, puis séché entre
deux feuilles de papier filtre et disséqué de maniére a éliminer la partie
tendineuse et tout tissu non musculaire.

3. Milieux d’incubation

Chague hémidiaphragme est placé dans des Erlenmeyer de 25 mi
contenant 2 ml de Krebs-Ringer phosphate a pH 7,4 (Umbreit, 1957)
et de I’'albumine bovine (0,25 [xmole par fiole). Trois variantes du milieu
d’incubation ont été utilisées : le milieu A ne contient pas de glucose,
le milieu B contient 20 gmoles de glucose par flacon et le milieu C
20 gmoles d’alpha-glycérophosphate par flacon. Les substances radio-
actives dont le métabolisme a été étudié sont le palmitate-I-C™*, le gly
cérol-I-C™, le glucose-I-C™*, la leucine(U)Ci*. Le palmitate est préparé
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sous forme de complexe avec lI'albumine selon la méthode décrite par
Neptune, Sudduth et Fash (1959). La radioactivité variait entre 1 et
1,5 (i.c par flacon.

L’incubation se fait dans un incubateur métabolique de Dubnofi
a la température de 37,5°C et pendant une durée de 30 ou de 90 minutes.
A la fin de cette incubation, les tissus sont extraits des flacons, rincés
quatre fois dans une solution physiologique froide, séchés sur papier
filtre et pesés sur une balance a torsion. Les tissus sont ensuite broyés
dans un mortier de porcelaine en présence de chloroforme-méthanol
(2 : 1) et de sable de mer (Merck) préalablement délipidé. Dans certaines
expériences les hémidiaphragmes provenant de dix rats normaux ou de
vingt rats néphrotiques ont été rassemblés aprés I'incubation afin d’obte-
nir des estimations plus précises de leur contenu en mono-, di- et tri-
glycérides aprés séparation chromatographique.

4. Procédés d’extraction et déterminations chimiques

La suspension muscle-sable est transférée dans un flacon jaugé avec
quatre rincages du mortier au chloroforme-méthanol (2:1) et centri-
fugée a 4<>C (International Centrifuge). Le liquide clair surnageant est
transféré dans des tubes rodés bouchés. Deux autres volumes de lavage
de la suspension sont, aprés centrifugation, ajoutés au surnageant.
L’extrait lipidique est lavé selon la méthode de Folch, Lees et Stoane
Stanley (1957) au chlorure de sodium a 0,73 %. Des aliquots d* la
phase chloroformique sont séparés en lipides neutres et en phosuho-
lipides par chromatographie sur colonne d’acide silicique Mallirc .crodt
(Borgstrom, 1952). L’extrait phospholipidique est lavé deux fo's de plus
pour éliminer tout matériel non lipidique.

Les lipides neutres sont repris dans I’hexane. Un aliquot de la phase
hexane est extrait avec de I’alcool en solution alcaline (Borgstrom, 1952)
puis repris dans I'hexane. Les acides gras non estérifies (FFA) sont
dosés dans I'hexane selon le procédé de Dole (1956). Le dosage de la
liaison ester de I’'acide gras est effectué selon la méthode de Rapport et
Alonzo (1955) sur des phases hexane ou chloroforme-méthanol. Les
glycérides sont hydrolysés selon Van Handel et Zitversmit (1957) et
le glycérol est déterminé par le procédé d’HANAHAN et Oirley (1958).

Dans les expériences avec la leucine-Ci*(U), les protéines du précipité
muscle-sable sont extraites et purifiées par des précipitations successives
dans une solution d’acide trichloracétique a 10 %, dans I’alcool absolu,
une solution alcool-éther (1:1) puis dans I'éther (Christophe et Wodon,
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1963). Le précipité protéique est enfin redissous dans 4 ml d’hydroxyde
de soude et décanté aprés une ultime centrifugation pour éliminer le
sable. Deux aliquots de cette solution alcaline sont prélevés, I’'un pour
la mesure de la radioactivité, lI'autre pour la détermination protéique
suivant la méthode au biuret de Gornall, Bardawill et David (1949).

Le glycogéne musculaire est extrait et hydrolysé selon Stadie,
Haugaard et Marsh (1951). Le glucose est déterminé au Technicon
Autoanalyzer selon une modification (1963) de la méthode d’HoFFMAN
(1937).

Dosages dans le sérum

Le sang est récolté au moment de la décapitation des animaux.
Les déterminations suivantes ont été effectuées sur le sérum : protéines
totales (Gornall, Bardawill et David, 1949), lipides totaux (Brag-
DON, 1951), cholestérol total (Sperry et Webb, 1950), phospholipides
(Stewart et Hendry, 1935), acides gras libres non estérifiés (Dole,
1956), glucose (Hoffman, 1937).

L électrophorese des protéines sériques a été conduite selon la
méthode de Grassman et Hannig (1952). Les bandes sont colorées au
Noir Soudan. L’hématocrite est déterminé dans des tubes capillaires par
la microméthode.

5. Chromatographie

a) Sur couche mince

Le procédé utilisé est similaire a celui décrit par Mangoid (1961).
Le support est constitué de Silicagel G (Merck). Les lipides neutres
sont chromatographiés dans un solvant constitué d’hexane-diéthyl-
éther-acide acétique 80 :20: 1 (v/v/v). Les esters du cholestérol, les
triglycérides, les acides gras libres, les 1,3-diglycérides, le cholestérol
libre, les 1,2 diglycérides et les monoglycérides apparaissent bien séparés
les uns des autres avec des mobilités aisément reproductibles d’une
plague a l'autre. Les taches sont développées a la vapeur d’iode. Les
zones de silicagel colorées sont grattées avec une palette et éluées a
travers un papier filtre avec de I'éther ; I'éluat est directement recueilli
dans des flacons pour scintillation.

b) Sur colonne

La chromatographie sur colonne d’acide silicique a été utilisée selon
le procédé de Barron et Hanahan (1958) pour I'étude d’extraits d’un
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pool de diaphragmes. Toutefois, les colonnes utilisées sont plus étroites,
ne contenant que 2 grammes d’acide silicique., la quantité de lipides
totaux n’excédant pas 18 mg/g d’acide silicique. La radioactivité est lue
dans chaque tube provenant du collecteur de fractions. Ensuite le contenu
des tubes correspondant a chaque fraction est mélangé ; le mélange est
évaporé dans un évaporateur rotatif et repris dans du chloroforme.
Des phases chloroformiques correspondant a chacune des fractions, on
préleve des aliquots pour la détermination des acides gras estérifiés,
pour les dosages du glycérol et des acides gras libres aprés hydrolyse
préalable et pour la mesure de la radioactivité dans chaque fraction.

En vue de comparer les résultats fournis par la chromatographie sur
colonne a ceux fournis par la chromatographie en couche mince, des
aliquots provenant de la chromatographie sur colonne sont évaporés et
chromatographiés sur couche mince. La pureté de chaque fraction a
ainsi pu étre confirmée. La corrélation entre la radioactivité dans la
chromatographie sur colonne et celle sur couche mince est excellente
pour les fractions triglycérides et diglycérides. Par contre, les mono-
glycérides paraissent un peu surestimés dans la chromatographie sur
couche mince. Cette différence peut étre attribuée a la petite quantité
de matériel utilisé dans la couche mince.

6. Observations manométriques

Les diaphragmes utilisés lors des expériences de respiration tissulaire
sont coupés en quatre fragments égaux pesant environ 50 mg. Deux
fragments servent aux mesures du CO2 contenu dans le tissu et dans
le milieu au temps 0 de l'incubation, les deux autres aux mesures effec-
tuées aprés 60 minutes d’incubation en présence du substrat que I'on
désirait étudier. Les fragments sont introduits dans des flacons de
Dixon-Keilin raccordés a l'appareil de Warburg (fig. 1). Le bras latéral
du flacon (B) contient 0,3 ml d’Hcl 3 N et la cupule du robinet infé-
rieur (C) 200 fxl de NaOEt 2,5 N. La chambre d’incubation (A) contient
3 ml de tampon de Krebs-Ringer phosphate a pH 7,4 sans calcium,
avec 0,1 p,mole d’albumine bovine et le substrat a étudier (palmitate-1-
C™ 0,6 x 10=® Mole/flacon, glycérol-I-C'* 7,2 x 10“0 Mole/flacon ou
glucose-I-C™™ 1,5 x 10=®@ Mole/flacon). Ce milieu differe du milieu
d’incubation décrit dans le paragraphe 3 des méthodes, par son absence
en calcium et par sa faible concentration en albumine bovine. Les effets
de I'addition de glucose (1 x 10“* M) au milieu d’incubation sur I’oxy-
dation du palmitate et du glycérol, ont été étudiés.
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Fig. 1. Flacons de Dixon-Keilin.

A = chambre d’incubation. C = cupule du robinet inférieur
B = bras latéral

Les flacons de Dixon-Keilin sont placés dans un bain thermostatique
a la température de 37°C et oxygénés pendant 5 minutes. Aprés vingt
cing minutes d’équilibration thermique, I'oxydation est stoppée dans
les deux flacons contréles par I'introduction de I’'HCI contenu dans le
bras latéral dans la chambre d’incubation. On mesure & ce moment
(temps 0 de I’expérience) sur le manomeétre le dégagement gazeux
provoqué. Celui-ci correspond au CO:2 présent dans le tissu et dans le
milieu d’incubation plus le COg dégagé par I’addition d’HCI au substrat
ajouté au milieu. Cette derniére quantité n’est importante que lorsque
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le substrat est du palmitate. La méme manceuvre interrompt la respira-
tion dans les deux flacons expérimentaux aprés 60 minutes d’incubation.

Dix minutes plus tard, le NaOH (2,5 N) contenu dans la cupule
du robinet inférieur est mis en présence de I'atmosphére de la chambre
principale. Une période de 45 minutes est nécessaire a la captation
compléte du CO:2 par la soude. La mesure manométrique permet de
déterminer la quantité totale de CO2 dégagée. Le COg réellement formé
pendant les 60 minutes de l'incubation, correspond a la différence entre
les quantités de CO2 mesurées dans les flacons expérimentaux et les
flacons témoins. Un aliquot de 100 [xlI prélevé dans la cupule du robinet
inférieur est versé dans un flacon standard contenant un agent gel
thixotropique (le Cab-O-Sil) (Har1an, 1961) et 10 ml de milieu scintillant
de Bray.

7. Détermination de la radioactivité

Tous les échantillons sont comptés dans un compteur a scintillation
en milieu liquide (Packard Tri-Carb). La radioactivité de la solution
alcaline contenant les protéines musculaires est déterminée en pipettant
des aliquots d’'un ml dans des flacons contenant 10 ml de mélange de
Bray (1960). Un standard interne (acide benzoique-C™") est utilisé pour
éliminer un effet possible de quenching.

Les extraits chloroformiques, chloroforme-méthanol, hexane et éther
sont évaporés et repris dans 15 ml d’une solution a 0,5 % de 2,5-diphényl-
oxazole (DPO) dans le toluéne.

8. Préparation des chylomicrons

La méthode suivante a été utilisée pour « biosynthétiser » des chylo-
microns marqués au C*™ dans leur fraction acide gras. Le canal thora-
cique de rats normaux a été cannulé avec des cathéters en polyéthyléne
(PE 50) suivant le procédé de Bollman, Cain et Grindlay (1948).
Le chyle a été collecté sous glace pendant la nuit, les rats étant maintenus
dans des cages spéciales (Boriman, 1948). Le lendemain matin, ils
recevaient par sonde gastrique une dose de 100 microcuries de palmi-
tate-I-CM en solution a parties égales de carbonate de potassium et
d’huile d’olive. Le chyle était ensuite recueilli d’heure en heure pendant
10 heures, la premiére récolte débutant 30 minutes aprés l'ingestion.

Les chylomicrons de la lymphe sont isolés par ultracentrifugation
dans une ultracentrifugeuse Spinco (rotor 40) suivant le procédé décrit
par Bragdon (1958). Leur composition est testée par chromatographie
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en couche mince suivant une modification de la méthode de Mangoid
(1961). La préparation du tissu musculaire et les techniques d’incubation
ont été décrites plus haut. En présence de chylomicrons, le temps d’in-
cubation a varié de 10 a 105 minutes. Les milieux d’incubation con-
tiennent entre 6,5 et 8,5 (xmoles de triglycérides par flacon et entre 0,5
et 1 microcurie par flacon.

9. Rapport de tissu humide a tissu sec

Des échantillons de diaphragmes provenant de rats normaux et
néphrotiques ont été chauflFés dans un four a 90°C pendant 15 heures.
A ce moment, leur poids est constant. Le contenu en eau du tissu est
calculé par différence. Le rapport poids humide a poids sec du muscle
néphrotique sur poids humide a poids sec du muscle normal est égal a
1,13 pour 40 déterminations. Ce rapport est trés voisin de celui de 1,07
obtenu par Drabkin, Marsh et Braun (1962). Ce facteur de correction
a été appliqué dans tous les calculs de concentrations des tissus néphro-
tiques.

10. Détermination du quotient respiratoire

Le rat est anesthésié par une injection intrapéritonéale de Nem-
butal (0,15 ml = 9 mg). Il est ensuite placé dans une chambre méta-
bolique connectée a un diaférometre de Noyons en circuit ouvert
(modéle Kipp) avec diaphragme adapté pour le rat permettant un débit
de 0,83 1/min. On mesure de 1/2 en 1/2 minute la déflection simultanée
pour le CO2 et I’Og. Aprés correction pour la température ambiante
et la pression atmosphérique, on détermine par la formule ACO2/A0O:2
le quotient respiratoire (QR) et le métabolisme basal (MB) (litres d’o=/
minute x nombre de calories par litre d’02/minute).

11. Collection du CO:2 et mesure du 0°*02

Immédiatement aprés l'injection intraveineuse du produit marqué
(palmitate-I-C”*, glucose-I-C™* ou glucose-6-C*™) sous un volume
d’'un ml, le rat est placé dans une chambre métabolique connectée a
un systéme de captation du CO2. Lorsque le traceur utilisé est du bicar-
bonate-I-C"*, I’injection se fait dans la chambre métabolique elle-méme
afin de rendre négligeable le temps écoulé entre I'injection et la collection
de I'air expiré.
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Le systéeme de captation est constitué des éléments suivants con-
nectés en série ; un flacon contenant de la soude pour enlever le COg
de I'air, une chambre métabolique de volume réduit, une pompe a
diaphragme aspirante-foulante, un flacon collecteur a verre frité pour
obtenir le barbotage de I’'air dans un volume de 200 ml de NaOH 0,1 N
destinés a capter le CO2 provenant de la respiration du rat et un flacon
de sécurité contenant de la baryte en solution pour éviter la perte du
CO2 qui n’aurait pas été capté dans le flacon collecteur. La solution
de NaOH était changée exactement a 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 240, 300, 360, 420 minutes aprés I'administration 1V
du produit marqué. La quantité de CO:2 formée était déterminée dans
des aliquots de 10 ml de chaque flacon collecteur par titration avec de
I’H2S02 0,1 N jusqu’a un point final avec la phénolphtaléine. La radio-
activité est mesurée en placant des aliquots d’un ml de la solution
alcaline dans des flacons contenant 10 ml de mélange de Bray. Le blanc
consistait en 0,1 N NaOH. Le comptage se faisait dans un compteur
a scintillation liquide de type Packard (efficience 60 %o).

12. Détermination de I’'espace et du pool glucose

La carotide de rats anesthésiés au nembutal par voie péritonéale a
été cathétérisée selon la méthode décrite par Wang (1959) avec un
cathéter (50 PE). 3,3 gc de glucose-I-O* contenue dans un volume
de 0,2 ml ont été injectés dans la veine de la queue. Un aliquot de + 0,1 ml
de sang a été prélevé dans la carotide toutes les 3 minutes pendant les
11 premiéres minutes. Le sang était hémolysé dans 2,9 ml d’eau distillée
et déprotéiné selon la méthode de Somogyi (Hawk, Oser €t Summerson,
1949). Apres filtration sur papier filtre, on détermine sur le filtrat la
radioactivité du glucose en placant un aliquot d’'un ml dans des flacons
contenant 10 ml de mélange de Bray. Pendant ces 11 minutes, il n'y a
guére de carbone marqué ailleurs que dans le glucose (Baker, Shipley,
Clark et Incefy, 1959).

Cing prélevements sanguins d’environ 0,2 ml ont été effectués entre
11 et 40 minutes aprés l'injection. Ces échantillons de sang hépariné
ont été déprotéinés selon le procédé de Somogyi. La séparation du
glucose et de ses dérivés acides a été faite de la maniére suivante: le
filtrat de déprotéination a été passé a travers une colonne de 0,1 g de
résine Dowex 1200/400 Mesh x 8. La résine avait été préalablement
conditionnée par le passage de 1 ml de CO®Naz2 1 N puis d’eau distillée
jusqu’a obtention d’un pH de 7,0. Ce procédé (modification de la méthode
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de Gaitonde, Marchi et Richter, 1964) retenait complétement le
matériel acide et seul le glucose filtrait. Un aliquot de ce filtrat était
analysé pour sa radioactivité. La différence entre la radioactivité du
sang total et celle obtenue aprés filtration sur résine correspondait a la
radioactivité contenue dans les acides dérivés du métabolisme hydro-
carboné.

13. Statistique

Les méthodes statistiques utilisées ont été soit le Student’s test (Lison,
1958), soit I'analyse de la variance (Snedecor, 1946). Toute valeur de
P dépassant 0,05 est considérée comme non significative.

14. Méthode mathématique

Deux possibilités s’offraient pour différencier, grace a I’analyse
mathématique des courbes d’activité spécifique du le compor-
tement des rats normaux et des rats néphrotiques aprés injection de
palmitate ou de glucose marqués en C'™.

La premiére était de comparer les modéles compartimentaux rendant
compte des résultats expérimentaux ; mais nous connaissons assez la
complexité des transformations biochimiques d’un substrat comprenant
du carbone pour savoir a quel point un tel modéle comporterait un
grand nombre de compartiments dont les rapports entre eux sont
encore assez mal connus. Cette difficulté s’aggrave encore du fait de la
nature enzymatique des réactions considérées.

La seconde consiste a caractériser d’'une maniére globale les deux
catégories d’individus par la comparaison de grandeurs telles que le
temps de transit moyen, le débit moyen et la masse en mouvement.
Cette méthode a I'avantage de cerner les fractions de modéles respon-
sables du comportement différent des rats normaux et des rats
néphrotiques.

Calcul du débit

Soit h{t) la fonction de fréquence des temps de transit a travers
un systeme physiologique quelconque. Cette fonction s’appelle aussi
réponse impulsionnelle. Si on injecte une molécule marquée, sa tra-
jectoire dans I’espace des réactions physiocochimiques est un événément
aléatoire caractérisé par un temps de transit auquel nous attachons la
fonction de probabilité h{t). Si, par contre, nous injectons simultané-
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ment un grand nombre de molécules marquées {qo), la distribution des
particules émergeant du systéme entre I'instant / et / 4- d/ nous sera
donné par I’expression :

qh (/) d/

La quantité de traceur quittant le systtme entre I'instant t et I'instant
/ +d/ est aussi exprimée par le produit du débit [p(/)] par la concen-
tration en molécules marquées, c’est-a-dire l'activité spécifique a la
sortie du systéeme Cette quantité est donnée par I’équation
suivante :

qgoh{fat = p().a()d/ 1)

go = dose injectée ;
P = débit en gmoles/min.

Les hypothéses de la méthodologie des traceurs, linéarité, causalité,
stationnarité, nous conduisent a considérer les cas ou le flux de substance
est indépendant du temps

p(/) = constante . 2

La somme des probabilités de sortie des traceurs est égale a I'unité sauf
s'il existe des sorties différentes de celles investiguées ou en cas de
rétention dans le systéme, auquel cas elle est inférieure a 1

~ 00

=>6(Hd/=a<l . (3)

Si nous additionnons les sorties de molécules marquées, I’'équation (1)
devient
00
qo P a()d/ (4)
*/\0

et nous obtenons une variante de I’équation de Stewart-Hamilton
(Hamilton, Moore, Kinsman €t Spurling, 1932 ; Sheppard, 1962)

(MT-i) (5)
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Calcul de la masse en mouvement et du temps de transit

Selon la démonstration de Zierter (1963), si on considére la trajec-
toire de chaque particule marquée dans I’espace physico-biochimique
on peut lui associer un temps de transit au travers du systeme. La col-
lection des particules marquées ayant un temps de transit entre t et

constitue la fraction ph (/) d/ du flux total. Chaque particule
marquée est représentative de la population des molécules qui ont le
méme temps de transit et qui sont réparties aléatoirement dans un tube
infinitésimal centré sur sa trajectoire. Par suite la masse de molécules
présentes dans ce volume est

dM = t¢>h{t) d/ (6)
dont l'intégration donne
M =P th()d/ (7)
0
th(/)dt =t (8)

1

définit le temps moyen de transit.

Expérimentalement nous le calculerons par I'expression

00 9)
a () at

Par définition, la transformation de Laplace d’une fonction Z (/)
s’écrit

L/« = KT-) = /(/)e-ptd/

ou /) = variable de Laplace.
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Si A est la transformée de Laplace de I'activité spécifique, on peut
alors substituer

— [dA/d/lp=0 a /«<(/) at
10
et
p oo

Apro a  a()at

Le temps de transit moyen s’exprime alors suivant la formule utilisée
par Stephenson (1960) :

[dA/dN]p.Q

Ap.p

Propriété d’additivité des temps de transit

La seconde équation fondamentale de la méthodologie des traceurs
est I'’équation dite de composition

't
bW =  ya(f  0)(0)*0 (10)

ou Ya(®) est le flux de particules entrant dans le systeme, yb(") le flux
de particules sortant du systeme et b{f) la réponse impulsionnelle de
fonction de fréquence.

En appliguant la transformation de Laplace, on peut montrer que

(11)

/k — ) — "a

Cette propriété d’additivité des temps de transit résulte du caractére
aléatoire des transformations successives et est générale. Elle est exprimée
par Cramer (1963) sous la forme d’un théoréme : « la valeur moyenne
d’une somme de variables aléatoires est égale a la somme des valeurs
moyennes des termes de la somme (a condition que ces derniers exis-
tent). ». Il résulte de cette propriété que I'étude globale d'un systeme
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biologique (débit, temps de transit, masse en mouvement) peut étre
effectuée en injectant le traceur en diverses positions physiques ou états
biochimiques en amont du site de prélevement.

Les formules (5), (7), (8) et (9) ne caractérisent pas la fraction du
systeme biologique dont nous perdons la trace au cours de I’expérience.
Cette fraction qui va se perdre pendant un temps infiniment long par
rapport au temps de I’expérience ne fournit aucune information mesu-
rable et est exclue de nos calculs.

Dans la discussion de la communication que Zierier (1963) a
faite au symposium tenu a Oak Ridge, il apparait que les notions de
masse et de volume des systtmes ne dépendent dans la formulation
mathématique que des dimensions des débits. Si le systeme est carac-
térisé par une entrée et une sortie (sans source ni fuite) la masse calculée
est hmité par les sites d’injection et de prélevement. Si par contre, le
systéme est caractérisé par plusieurs entrées ou plusieurs sorties, les
masses en mouvement calculées englobent toutes celles caractérisées par
la méme fonction de fréquence. Si comme dans le cas du CO2 nous
admettons qu’il n’existe qu’une voie d’excrétion, la masse calculée est
déterminée a partir d’'une position arbitraire en amont dans le flux.

Calcul par ajustement multiexponentiel

Les calculs des débits, des temps de transit et des masses en mou-
vement, nécessitent I’estimation de Il'intégrale des courbes d’activité
spécifique et d’excrétion cumulative. Pour faciliter ce calcul, nous avons
choisi d’ajuster préalablement des fonctions théoriques aux données
expérimentales. Ces fonctions doivent étre continues et tendre vers zéro
pour les grandes valeurs des abscisses. Il existe un grand choix de fonc-
tions ayant ces caractéristiques et si nous avons choisi des sommes
d’exponentielles, il faut reconnaitre que notre choix est totalement
arbitraire. Nous ne désirons pas interpréter les coefficients de ces expo-
nentielles en terme de la théorie des compartiments. Comme nous
I’'avons déja laissé entendre, le systéme physiologique considéré est
d’'une telle complexité qu’il faudrait décomposer les courbes expéri-
mentales en un trés grand nombre d’exponentielles ce qui est incom-
patible avec la précision des données. En outre, nous nous trouvons
en présence de réactions biochimiques ne s’exprimant pas par des
équations linéaires. A titre d’exemple, les données expérimentales du
groupe de rats normaux ayant subi une injection de glucose-I-C* ont
été ajustées a des sommes de deux et quatre exponentielles avec des
succés comparables (tableau I).
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TABLEAU

Résultat des ajustements de deux et quatre exponentielles aux données
expérimentales (activités spécifigues de C"02) du groupe de rats normaux
ayant subi une injection de glucose-I-C*»

(y = Ae>")

Al
2 expon. + 59,94 0,797
— 65,64 3,935
4 expon. 4- 52,37 1,435
4 30,82 0,618
— 3584 3,290
— 5243 3,331

™) E = 2 1 exper. —yi extim.)?
**) Surface sous la courbe.

c(™)

14,04

10,42

00
a(’) df

58,5

59,7

153 min.

164 min.
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CHAPITRE |

CRITERES DE LA NEPHROSE
VALEURS SANGUINES

1. Protéines

La concentration sérique en protéines totales (en g %) a été déter-
minée chez 37 rats normaux et chez 41 rats néphrotiques (tableaux II
et Ill). Elle est significativement abaissée chez le rat néphrotique
(4,22 £0,13 ¢/100 contre 6,22+0,05 g/100 ml chez le rat normal).
La séparation des albumines et globulines par électrophorése sur papier
a été effectuée sur ces mémes sera. On constate que la teneur en sérum-
albumine chez le rat néphrotique est fortement abaissée (pratiquement
au 1/6® de sa valeur normale; 0,55 contre 3,18 g %). La teneur en
globulines beta et gamma est également réduite a prés du 1/3 de sa
valeur normale (0,40 contre 1,36 g %). Par contre le taux des alpha’-
globulines fait plus que doubler (2,72 contre 1,24 g %), I’'augmentation
des alphaz-globulines étant nettement moins sensible en électrophorese
sur papier (0,56 contre 0,44 g %). L’électrophorése sur gel d’amidon
montre un déplacement du pic des alphai-globulines vers les alphag-
globulines. Ce tracé électrophorétique est trés comparable a celui
observé chez les sujets humains atteints de syndrome néphrotique
(Hardwicke, 1954 , Jensen, 1967)

2. Lipides

Dans les tableaux IV et V sont donnés les taux sanguins des lipides
totaux, du cholestérol total, des phospholipides et des glycérides (ceux-ci
calculés par différence), déterminés chez 54 rats normaux et 56 rats
néphrotiques. Les lipides totaux chez les rats néphrotiques sont considé-
rablement augmentés (1669 mg % contre 257 mg % chez les rats nor-
maux). Cette hyperlipémie provient de l'augmentation de toutes les
fractions : cholestérol, phospholipides et glycérides. La lactescence du



TABLEAU 11

Protéines du sang du rat normal

(9/100 ml)
Protéines Albu- ai- az2- P- T-
totales mine globulincs globulines globulines globulines
5,47 2,64 1,09 0,40 0,77 0,58
5,74 2,76 1,09 0,46 0,76 0,66
5,46 2,60 1,08 0,58 0,73 0,48
5,76 2,93 1,06 0,61 0,73 0,43
6,08 2,85 1,26 0,52 0,99 0,46
6,27 2,85 1,47 0,50 0,92 0,52
6,02 3,00 1,24 0,45 0,69 0,65
6,75 3,09 1,58 0,38 1,00 0,68
6,27 3,17 1,20 0,43 0,88 0,59
6,11 3,09 1,28 0,46 0,67 0,61
6,14 3,13 1,28 0,39 0,88 0,46
6,08 3,22 1,13 0,46 0,86 0,41
6,27 3,30 1,05 0,60 0,84 0,48
6,46 3,60 1,00 0,50 0,99 0,37
6,35 3,42 1,16 0,45 0,79 0,53
6,62 3,49 1,09 0,56 0,83 0,66
6,40 3,37 1,07 0,54 0,80 0,63
6,60 3,54 1,38 0,36 0,81 0,50
6,32 3,07 1,33 0,37 0,90 0,65
6,08 3,26 1,22 0,27 0,89 0,44
6,57 3,09 1,43 0,43 0,97 0,64
6,43 3,08 1,38 0,44 0,87 0,66
6,63 3,25 1,13 0,40 1,15 0,70
6,20 3,20 1,46 0,32 0,82 0,40
6,62 3,37 1,51 0,44 0,89 0,40
6,02 3,12 1,41 0,34 0,73 0,41
6,22 3,10 1,30 0,50 0,75 0,57
5,79 2,76 1,35 0,41 0,71 0,56
6,58 3,43 1,41 0,32 0,86 0,56
5,89 3,25 0,91 0,52 0,78 0,44
6,23 3,17 1,24 0,44 0,84 0,54
6,08 3,34 1,20 0,34 0,67 0,52
6,55 3,65 1,30 0,36 0,72 0,51
6,20 3,44 1,00 0,47 0,79 0,48
6,32 3,41 1,31 0,32 0,71 0,54
6,45 3,24 1,20 0,48 0,92 0,61
6,14 3,28 1,18 0,49 0,79 0,40

6,22+0,05 3,18+0,04 1,24+0,03 0,44+0,01 0,83+0,02 0,53+0,02
« = 37 « = 37 « = 37 « = 37 n = 37 n=21
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Protéines
totales

4,80
5,30
3,02
4,10

4,13
4,37
4,77
4,61

4,06
3,86
3,47
3,84
4,35

6,40
4,45
5,21
3,43

3,98
4,45
5,73

4,05
4,51
3,07
4,54
4,93

3,26
3,52
3,68
6,27

4,36
3,76
4,02
4,31

TABLEAU 111

Protéines du sang de rat néphrotique

Albumine

0,44
0,41
0,33
0,52

0,55
0,39
0,48
0,54

0,55
0,44
0,41
0,37
0,73

0,33
0,61
0,21
0,29

0,71
0,87
1,96

0,50
0,50
0,22
1,17
0,66

0,36
0,85
0,67
2,56

0,45
0,29
0,40
0,37

(9/100 ml)

ai-
globulines

2,62
2,90
1,76
2,38

2,83
2,91
3,26
2,97

2,73
2,79
2,28
2,83
2,82

4,86
3,24
3,96
2,57

2,46
2,22
2,52

2,67
2,85
1,99
2,06
3,08

2,09
1,69
2,21
2,60

2,91
2,41
2,61
3,25

az-
globulines

0,93
0,91
0,46
0,56

0,43
0,62
0,53
0,59

0,58
0,42
0,53
0,29
0,46

0,52
0,50
0,59
0,27

0,38
0,51
0,87

0,58
0,75
0,44
0,75
0,62

0,47
0,52
0,60
0,41

0,62
0,79
0,80
0,55

P+Y-
globulines

0,81
1,08
0,46
0,64

0,32
0,50
0,48
0,51

0,27
0,20
0,45
0,35
0,33

0,68
0,10
0,45
0,29

0,43
0,84
0,38

0,30
0,41
0,43
0,56
0,57

0,35
0,45
0,20
0,70

0,38
0,27
0,21
0,14

65
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Protéines
totales

3,26
3,33
3,09
3,94

4,49
3,08
4,49
4,92

4,22+0,13
« = 41

Lipides totaux

270
318
243
217
167
197
237
234
231

183
249
308

TABLEAU 111 (Suite)
ai- «2-
Albumine globulines globulines
0,22 2,20 0,42
0,18 2,78 0,17
0,15 2,10 0,62
0,30 2,58 0,80
0,37 3,28 0,59
0,46 2,20 0,27
0,37 3,28 0,59
0,41 3,60 0,67
0,55+0,07 2,72+0,09 0,56+0,03
« = 41 H =41 H= 41
TABLEAU IV

Lipides du sang de rats normaux

Cholestérol total

56
55
46
48
41
51
45
41
54

27
36
45

(mg/100 ml)

118
128
96
107
90
103

122
97

95
122
125

Phospholipides

P+ Y-
globulines

0,41
0,20
0.22
0,25

0,25
0,16
0,25
0,24

0,40+0,03
« = 41

Glycérides

96
135
101

62

36

43

77

71

80

61
91
138
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Lipides totaux

246
234
242
277

281
284
273

229
253
271
345

249
204
352

334
312
260
257

242
257
265
254

241
234
307
371

340
354
291
207

226
340
206
170

TABLEAU IV (Suite)

Cholestérol total

a1
44
42
38

51
55
42

40
40
44
51

54
21
36

46
45
42
50

30
42
39
40

24
30
44
57

46
38
32
21

31
64
50
22

Phospholipides

103
119

98
126

104
78
97

100
108
108
112

120
72
110

93
95
108
93

112
115
134
115

121
108
134
194

130
123
113
124

130
117
117
106

Glycérides

102
71
101

126
151
134

89
105
119
182

76
111
206

195
172
110
114

100
100
92
99

96
96
129
120

164
193
146

62

65
159
39
42

67
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TABLEAU IV (Suite)

Lipides totaux Cholestérol total Phospholipides Glycérides
222 44 125 53
219 64 100 55
183 48 105 30
207 37 125 45
194 41 127 26
394 37 159 198
267 44 130 93
164 24 86 54

257 £54 42 +10 113+19 102 =25
« = 54 « = 54 « = 54 « = 54

TABLEAU V

Lipides du sang de rats néphrotiques

(mg/100 ml)

Lipides totaux Cholestérol total Phospholipides Glycérides
2.115 219 537 1.359
2.302 292 612 1.398
1.794 306 513 975
1.248 219 467 562
1.364 217 501 546
1.100 187 323 590
1.988 278 638 1.072
1.895 344 520 1.031
1.513 325 471 717
2.027 377 639 1.009

998 200 322 476
1.318 270 399 649
1.520 294 433 793
1.131 222 396 513

1.895 350 559 986
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Lipides totaux

1.988
1.076
1.902
1.388

1.351
1.017
1.251
1.403
1.754

1.450
1.111
1.333
1.048

1.540
1.150
1.210
1.920

1.405
1.498
1.638
1.415

2.308
1.996
2.012
2.620

1.075
1.532
2.281
1.686

2.959
2.073
1.855
1.232

TABLEAU V (Suite)

Cholestérol total

336
225
375
268

289
212
301
265
297

326
273
273
153

336
309
371
372

315
169
186
267

165
290
123

282
287
150
272

Phospholipides

501
339
423
437

500
417
404
434
508

468
413
486
372

499
459
416
523

488
464
498
424

650
480
624
639

300
405
696
467

741
685
700
588

Glycérides

1.151
512
1.104
683

562
388
546
704
949

656
425
574
523

581
725
769
629

.343
.333
202
614

Bopopoe

665
962
1.295
1.096

1.936
1.101
1.005

371

69
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Lipides totaux

1.013
2.340
1.590

2.163

1.669 +62
« = 56

Normaux

0,57
0,71
0,64
0,57
0,45
0,42
0,50

0,45
0,45

0,47
0,50
0,58
0,59

0,53
0,63
0,54

TABLEAU V (Suite)

Cholestérol total Phospholipides
197 535
413 759
263 632

[pool de 5 animaux]

332 588
274x10 512+15
« = b2 « = 56

TABLEAU VI

FFA du sérum du rat
(en mEg/1)

Néphrotiques

0,51
0,45
0,48
0,48
0,53
0,57

0,43
0,54

0,56
0,56
0,57

0,52
0,55
0,50
0,63

Glycérides

281
1.168
695

Isonourris

0,70
0,56

0,53
0,60
0,55
0,36

0,54
0,59
0,58
0,58
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sérum de la plupart des rats néphrotiques méme a jen correspond a sa
teneur élevée en glycérides (en moyenne 903 mg %).

3. Acides gras non estérifiés (FFA) (Tableau VI)

Le taux des acides gras non estérifiés (déterminés sur 20 sérums
normaux (0,527:0,018 mEqg/1) n’est pas différent de celui observé en
moyenne chez 25 rats néphrotiques (0,51 £0,013 mEg/1l). Les mémes
valeurs sont également observées pour les 15 sérums de rats normaux
« isonourris » (0,57 = 0,02 mEqg/1).

4. Glycémie (Tableau VII)

Les rats normaux nourris ad libitum et normaux «isonourris » ont
une glycémie nettement plus élevée (140 et 141 mg/100 ml respective-
ment) que celle des rats néphrotiques (118 mg/100 ml). Cette hypogly-
cémie du rat néphrotique avait déja été signalée par d’autres auteurs.
Tandis que Drabkin €t Marsh (1955) trouvent des taux de glucose
sanguin réduits a 50 % de leur valeur normale, nos résultats se rap-
prochent davantage de ceux de Katlant, Clamen €t Hoffman (1957).

La constatation d’une glycémie normale chez les rats « isonourris »
nous incite a penser que I’hypoglycémie du rat néphrotique ne peut étre
due a la seule réduction de I'ingestion alimentaire. Elle pourrait en partie
s’expliquer par une utilisation accrue de glucose sanguin comme sub-
strat d’énergie en présence d’une réduction importante du glycogéne
musculaire, notamment (Huttman, 1967).
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TABLEAU VI (Suite)

Normaux Néphrotiques Isonourris
0,43 0,55
0,40 0,61
0,52 0,51
0,53 0,39
0,43 0,68
0,52 0,64
0,59 0,59
0,58 0,49
0,53 0,56
0,62
0,52+0,018 0,51 +0,013 0,57+0,02
« = 20 « = 25 « = 15
NS NS

TABLEAU VII

Glycémie du rat
(en mg/100 ml)

Normaux Néphrotiques Isonourris
137 114 161
132 90 162
130 123 129
129 90 129
130 108
140 100
141
130 117 134
143 102 120

127
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TABLEAU VII (Suite)

Normaux Néphrotiques Isonourris
140 125 155
140 137 165
141 131 177
\vyi 175
138 124 139
138 125 149
144 128 142

125 125
156 128
154 99
141 115
152 130
131 133
112 122
118 121
119 130
132 128
115
140 =2 118+3 141 £3
7
« = 20 NS « = 25 « = 20
N\ 7

P < 0,001



CHAPITRE 2

CONCENTRATIONS CHIMIQUES EN LIPIDES
PROTEINES ET GLYCOGENES DES DIAPHRAGMES
DE RAT NORMAL ET NEPHROTIQUE

Rapport poids humide : poids sec (tableau VIII)

Sachant que I'animal néphrotique présente souvent de I’ascite et un
cedéme sous-cutané important, on pouvait se demander si le diaphragme
néphrotique n’était pas plus hydraté que le diaphragme normal. Le
rapport poids humide/poids sec a été étudié dans ce but chez 21 rats
normaux et 20 rats néphrotiques. Il était de 4,19 +0,28 pour les dia-
phragmes normaux et 4,75 +0,23 pour les diaphragmes néphrotiques.
Le rapport de ces deux valeurs 4,75/4,19 donne 1,13. Il est trés voisin
de celui trouvé par Drabkin et Marsh en 1962 pour le méme muscle
(1,07). Afin de comparer les teneurs des muscles normaux et néphrotiques
en différents composants, nous donnerons tous nos résultats en poids
humide, en multipliant les valeurs trouvées chez les animaux néphro-
tiques par le facteur 1,13 de maniére a éliminer les variations résultant
du degré d’hydratation différent du tissu musculaire des deux groupes.

Glycogene

Chez I’'animal normal, la teneur du muscle en glycogéne est naturel-
lement fort influencée par le régime. Lorsque le rat est a jeln pendant
22 heures, le glycogéne tombe au 1/3 de la valeur mesurée chez I'animal
nourri. Un méme effet de jeline se retrouve chez le rat néphrotique
(tableau I1X). Un rat « isonourri » a une teneur musculaire en glycogéne
égale a celle d’un rat nourri ad libitum. Si I’'on compare rats néphrotiques
et rats normaux, on constate que le diaphragme du rat néphrotique
nourri N’a pas une teneur en glycogéne trés supérieure a celle de I'animal
normal maintenu a jeGn pendant 22 heures. Sa teneur en glycogéene
est donc trés réduite. D’une maniére générale, les valeurs de glycogéene
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TABLEAU VIII

Rapport poids humide / poids sec du diaphragme

Rats normaux Rats néphrotiques
4,24 4,76
4,14 4,97

4,62
4,63
4,16 4,90
4,20 4,84
4,15 5,25
4,15 5,25
4,14 4,60
4,30 4,75
4,19 4,73
4,17 4,70
4,17 4,55
4,20 4,44
4,94
5,00
4,38
4,51
4,17 4,68
4,13 4,52
4,20
4,20
4,33
3,98
3,98
4,37
4,42
Moy. 4,19+0,28 Moy. 4,74+0,23
« = 21 H = 20

Rapport NEP/NOR = 1,13



Normal

a jeln

56
48
76

111
125
104
84
89
82
79
96
114
179
134
143
117
125
135
140
76
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TABLEAU IX

Glycogéene du muscle de rat
(mg glucose g)

Rats
décapités
Normal Normal Néphrotique Néphrotique
nourri isonourri nourri a jeln
481 770 195 45
471 367 254 104
476 406 262 49
322 249 179 120
378 173 119 71
270 204 192 77
239 246 115 47
325 328 190 43
226 389 182 41
344 459 165 44
244 466 170 59
268 577 107 20
321 257 19
273 204 43
282 259 29
362 45
427 37
368 28
333 34
308 60
336 +18 386 +49 190:1:13 56 +6
« = 20 « = 12 « = 15 « = 20
X 7 AN 7
P < 0,001 NS P < 0,001
AN

NS

77

Rats
anesthésiés

Normal
nourri

406
389
326
301
385
453
446
290
311
327
605

385 +28
« = 11
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musculaire que nous obtenons sont comparables a celles données par
Verzar €t Wenner (1948), Bowman(1953), Hansen, Rutter €t Graine
(1952), Russel €t Bloom (1955), Hal1 (1960), Kits van Heijningen
(1957), mais nettement inférieures a celles obtenues par Russel et
Bloom (1955) et Kipnis et Cori (1957). Comme on pouvait se demander
si la décapitation n’avait pas pour effet d’augmenter la glycogénolyse,
on a déterminé le glycogéne musculaire chez quelques rats anesthésiés a
I’éther. Aucune différence notable n’a été notée entre les résultats
obtenus par les deux techniques pour les rats normaux nourris.

Une réduction identique du contenu en glycogéne a été signalée
dans le tissu adipeux (Gutman €t shasrir, 1963) et le tissu hépatique
(Marsh et Drabkin, 1955) des rats néphrotiques.

Lipides
a) Phospholipides

La teneur en phospholipides des diaphragmes normaux et néphro-
tiques a été étudiée chez 12 animaux (soit 12 hemidiaphragmes dans
chaque groupe) immédiatement apres la décapitation et chez 143 animaux
aprés 90 minutes d’incubation dans un milieu de Krebs-Ringer phos-
phate contenant ou ne contenant pas de glucose.

1) Diaphragmes non incubés

Le taux des phospholipides est identique pour les 12 hémidiaphrag-
mes normaux (30,8 £0,4 mg/g de tissu humide) et les 12 hémidia-
phragmes néphrotiques étudiés (30,8 £1,0 mg/g de tissu humide)
(tableau X).

2) Diaphragmes incubés

Le taux des phospholipides chez les rats normaux est réduit par le
jene (8,8 contre 10,0 mg/g). L’addition de glucose (10" M) au milieu
d’incubation ne modifie pas ces valeurs (tableau XI). Chez les rats
néphrotiques le taux des phospholipides est également réduit par le
jeGine. Dans ce cas non plus I'addition de glucose au milieu d’incubation
est sans effet. Neptune, Sudduth, Foreman €t Fash (1960) observaient
déja cette différence de taux des phospholipides sous l'influence du
jelne. De méme, on ne trouve pas de différence significative lorsqu’on
compare la teneur en phospholipides des diaphragmes de rats normaux
« isonourris » et néphrotiques.
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TABLEAU X

Glycérides et phospholipides du diaphragme avant incubation

Glycérides Phospholipides
Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques

8,40 4,10 10,6 10,0
9,50 4,42 10,8 10,9
7,95 2,54 10,0 11,4
7,60 2,45 11,2 11,0
8,05 2,86 11,0 9,3
10,30 3,26 10,3 10,5
7,40 3,32 10,0 9,3
7,25 1,12 11,1 10,0
7,06 1,47 11,8 13,4
8,10 2,17 10,9 12,1
9,50 2,71 10,9 11,3
9,00 4,85 10,6 9,9
12,60 4,20
11,90 4,90
10,60 7,10

Moy. 9,00 3,40 10,7 10,7

fm 1 0,44 + 0,4 + 0,14 + 0,21
AN 7 N\ 7
P < 0,001 NS
« = 15 « = 12

b) Gilycérides

Les taux de glycérides de 15 hémidiaphragmes néphrotiques prélevés
chez des rats nourris avant I'incubation sont donnés dans le tableau X.
Les valeurs obtenues aprés 90 minutes d’incubation du muscle ne sont
pas différentes de celles obtenues par des analyses immédiates (9,02 + 0,44
avant, contre 8,7 0,6 mg/g apres incubation pour les rats normaux,
et 3,4 +0,4 avant, contre 3,2 § 0,29 mg/g apres incubation pour les
rats néphrotiques). Ces résultats sont en contradiction avec ceux de



TABLEAU XI

Phospholipides du muscle apres incubation

Rats a je(n

(mg/g de tissu)

Rats nourris

Norm. Néphr. Norm. Néphr. Norm. Néphr. Norm. Néphr.
Série du 18-6-63 Série du 28-10-63  Série du 17-4-63

8,1 51 7,4 7,9 11,3 10,0 10,1 9,2
6,8 6,7 7,6 6,4 12,3 10,5 11,0 8,8
9,2 8,0 7,3 9,3 11,0 9,8 9,5 8,9
8,8 8,7 8,1 8,7 9,7 10,3 9,8 8,5
7,1 9,8 9,5 10,4 Série du 30-9-63

Série du 1-7-63 10,6 9,8 9,9 11,9

10,7 7,2 10,0 7,6 11,2 10,3 11,4 9,3
8,7 7,1 9,0 7,3 12,5 10,1 10,5 13,8
8,1 9,3 6,9 6,7 Série du 25-2-64 11,3 11,3
Série du 23-7-63 11,4 10,2 13,3 10,7

9,6 7,3 9,1 7,7 9,3 8,2 11,0 10,7
10,9 7,0 8,5 6,7 7,0 10,3 11,7 10,5
7,6 9,5 8,7 10,2 8,8 9,9 12,8 10,5
8,1 9,5 9,3 7,6 Série du 9-11-63
Série du 14-8-63 Série du 27-1-64 10,3 10,2
9,1 9,0 9,9 8,1 8,7 8,8
9,9 9,7 10,2 9,8 9,1 9,1
9,0 10,1 9,9 10,6 11,3 8,9
9,0 10,7 11,6 12,6 8,6 11,0
9,1 10,1 8,0

7,0 10,8 Série du 26-11-63

8,8 7,8 8,5 10,6 10,0 9,7
9,9 9,0 8,4 10,5

9,2 10,3 9,1 10,6

6,9 8,6 9,2 10,2

8,8 8,4 8,9 8,6 10,0 9,9 10,3 10,0
+0,26 +0,36 +0,34 +0,43 +0,42 +0,34 +0,30 +0,28
« = 18 « =19 » = 15 « = 16 « = 16 « = 16 « =21 « = 22

AN 7 N\ 7 AN 7 AN 7

NS NS NS NS
N\ 7
P < 0,01
N/ 7
P < 0,02
V__
P < 0,005
AN

P < 0,02
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Neptune, Sudduth, Foreman €t Fash (1960). Cependant, la courbe
obtenue par ces auteurs n’indique aucune différence entre animaux
normaux et néphrotiques pendant les 60 premieres minutes d’incubation ;
ce n’est qu’aprés ce délai qu’apparait une différence réelle ; on notera
toutefois que les courbes ne sont pas suivies au dela de 80 minutes.

Parallelement a ce que I'on observe pour les phospholipides, les
glycérides du muscle sont influencés chez I'animal normal par I'état
nutritionnel du rat, la teneur pour les rats a jedn étant nettement plus
faible (5,1 mg/g) que chez des animaux normalement nourris (8,7 mg/g)
(tableau XI1). Ces observations confirment celles de Fritz et Kapilan
(1961) chez des rats normaux. Ces résultats s’opposent a ceux de Nep-
tune, Sudduth, Foreman €t Fasnh (1960) qui ne trouvent pas de réduc-
tion du taux des glycérides aprés un jeline de 43 heures, alors qu’ils
en observent une pour les phospholipides. La présence de glucose dans
le milieu d’incubation a la concentration de 10~"M, ne modifie pas ces
valeurs (6,2 a je(n et 9,4 chez I'animal nourri).

TABLEAU XII

Glycérides du muscle aprés incubation
(mg/g de tissu)

Rats a je(n Rats nourris
0 Glucose -1- Glucose 0 Glucose -|- Glucose
Norm. Néphr. Norm. Néphr. Norm. Néphr. Norm. Néphr.
Série du 10-5-63 Série du 17-4-63
4,1 1,5 4,5 0,9 7,0 2,7 7,5 2,8
3,3 0,9 4,9 2,1 5,9 2,9 9,7 4,2
4,2 3,0 4,0 1,8 7,7 2,8 5,9 2.1
4,3 0,9 3,5 2,6 5,3 2,1 7,8 3,5
Série du 18-6-63 Série du 30-4-63
4,1 0,7 3,4 1,9 13,5 4,4 9,8 0,8
4,6 1,7 8,0 2.1 5,4 1,0 8,7 0,9
6,9 0,9 7,4 2,8 8,2 3,8 5,2 1,7
5,5 1,6 7,6 2,8 2,0 5,7

15 0,9 1,5 1,5



TABLEAU XII (Suite)

Rats a jeln

0 Glucose + Glucose
Norm. Néphr. Norm. Néphr.
Série du 1-7-63
4,5 2,1 6,0 2,3
5,8 1,7 6,6 3,0
5,5 2,5 5,9 2,3
Série du 23-7-63
6,3 0,8 7.4 0,7
5,0 0,9 4,2 0,8
4,8 0,6 7,2 1.9
6,3 0,6 7,2 1,7
Série du 14-8-63
6,6 1,0
4.4 3,0
4.4 1,4
3,5 1,5
5,8 3,2
5,6 2,6
3,9 1,1
Série du 27-1-64
7,5 1,8
7,1 1,9
7.5 2.6
6,9 3,1
moy.
51 1,6 6,2 2,0
ofm
+0,26 +0,17 +0,36 +0,13
« = 22 « = 23 « =19 « = 20
N AN
P < 0,001 P < 0,001

0 Glucose

Norm.

Rats nourris

Néphr. Norm.

Série du 30-9-63

#+ Glucose

Néphr.

5,8 3.8
7.6 2,4
8,4 2,6
5,2 2,5
Série du 26-11-63
9,6 4,6 11,8 4,0
10,2 4,0 14,3 4,1
4.5 4,3 9,0 4.4
9,8 4,7 16,4 5,0
Série du 9-12-63
9,4 2,1 12,1 3,5
7,6 4,7 14,9 5,4
8,8 2,5 5,5 3,3
8,2 3,0 11,2 2,3
Série du 28-10-63
9,6 53
11,8 3,4
9,7 4,0
9.3 3,5
8,2 2,4
13,4 2,3
Série du 9-11-63
8,5 2,5
10,4 2.7
8,9 3,7
7.0 1,8
11,3 2,7
13,2 3,1
8,7 3,2 9,4 3,1
+0,6 +0,29 +0,75 +0,31
« =21 « = 23 « =25 « = 27
N 7 N\
P < 0,001 P < 0,001
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L’influence de I'état de nutrition est tout aussi marquée pour le
diaphragme de rat néphrotique (1,6 mg/g pour les animaux a je(n,
3,2 mg/g pour les animaux nourris) mais ici encore le glucose présent
dans le milieu n’a pas d’effet sur le taux des glycérides (2,0 mg/g pour
les animaux a jedn et 3,1 mg/g pour les animaux nourris).

La difféerence entre les valeurs obtenues chez les rats normaux et
néphrotiques est trés importante puisque le diaphragme du rat normal
a jedn contient plus de glycérides que celui du rat néphrotique nourri et
cela malgré la correction effectuée pour la différence d’hydratation du
tissu. Le diaphragme de 7 rats «isonourris » contient une quantité de
glycérides comprise entre celles trouvées dans les diaphragmes de rats
normaux et ceux de rats néphrotiques (4,0870,36 mg/g de tissu). Le
réle de I'ingestion alimentaire est donc trés important pour le taux des
glycérides du muscle.

Ce fait a été confirmé chez I’homme ; la concentration chimique
des phospholipides du long palmaire n’est guére influencée par I'alimen-
tation (environ 3,0 mg/g) alors que la concentration chimique des
glycérides est extrémement dépendante de I'état nutritionnel du patient
(Malmendier, 1964).

Séparation des triglycérides, diglycérides et monoglycérides

La séparation des glycérides en tri-, di- et monoglycérides a été
effectuée par chromatographie sur colonne d’acide silicique (tableau XI11).
Elle a été réalisée sur deux pools de diaphragmes, chacun contenant de
10 a 20 diaphragmes. La teneur des diaphragmes normaux était en
moyenne de 7,29 £0,66 mg/g de triglycérides, 0,86 0,03 mg/g de
diglycérides et de 0,45 # 0,04 mg/g de monoglycérides ; celle des dia-
phragmes néphrotiques de 2,94 +0,60 mg/g pour les triglycérides,
0,42 £0,03 pour les diglycérides et 0,305 £0,015 pour les monogly-
cérides. Le rapport normal néphrotique est donc de 2,51 pour les
triglycérides, de 2,05 pour les diglycérides et de 1,55 seulement pour les
monoglycérides

c) Acides gras non estérifiés

1) Diaphragmes non incubés

Pour 16 rats normaux, la teneur en FFA du diaphragme était en
moyenne de 0,98 p,Eqg/g, les animaux étant nourris au moment du pré-
levement (tableau XIV). Dans un méme nombre d’animaux néphro-
tiques, cette valeur était de 1,47 [iPlg/g dans les mémes conditions



84 LE METABOLISME LIPIDIQUE DANS LE SYNDROME NEPHROTIQUE

TABLEAU XIl11

Séparation des tri-, di- et monoglycérides du diaphragme

Rats normaux Rats néphrotiques

Pool 1 6,62(*) Pool 2 2,34

(23-10-64)

« = 10 « = 20
Triglycérides (mg/qg)

Pool 2 7,95 Pool 2 3,55

(9-11-64)

« = 10 « = 20

Moyenne 7,29 Moyenne 2,94

Pool 1 0,83 Pool 1 0,39
Diglycérides (mg/g)

Pool 2 0,89 Pool 2 0,45

Moyenne 0,86 Moyenne 0,42

Pool 1 0,49 Pool 1 0,34
Monoglycérides (mg/g)

Pool 2 0,41 Pool 2 0,27

Moyenne 0,45 Moyenne 0,305
Glycérides totaux Moyenne 8,60 Moyenne 3,67

(*) Aprés séparation chromatographique sur colonne d’acide silicique (Barron et
Hanahan) d’un extrait choloformique.
Dosage des liaisons esters selon Rapport et Alonzo.
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TABLEAU XIV

Acides gras libres du diaphragme de rat normal

(n-Eq/g)

Avant

incubation

Série du 16-6-65

0,79
0,84
1,01
1,01
0,96
0,98
Série du 9-8-65
0,95
1,00
0,92
0,75

Série du 18-6-67

1,31
0,95
1,20
0,92
1,23
0,96

Moy. 0,98 +0,04

Aprés incubation (90 minutes dans KRP)

Sans
glucose

Série du 26-11-63
4,54
4,43
4,21
3,78
Série du 9-12-63
4,38
3,92
4,71
4,48
Série du 2-6-64
4,54
6,05
4,02
Série du 20-10-64
4,35
6,55
3,98
6,16
Série du 8-2-65
(pool de 4 rats)
4,05
Série du 23-2-65
(pool de 4 rats)
5,18

Moy. 4,65+0,16

+ Glucose

o' M

+ Glycérophos-
phate (10““* M)

Série du 26-11-63
4,36
4,50
4,73
4,09
Série du 9-12-63
5,38
5,19
5,58
6,11
Série du 2-6-64
4,05
5,18
3,60
Série du 20-10-64
6,42
6,13
6,00
7,15
Série du 8-2-65 5,11
(pool de 4 rats)
4,95

Moy. 4,84+0,17 Moy. 6,16+0,33

85

« = 16 « = 23
AN 7

P < 0,001

« = 15
AN

P < 0,001
7

NS

n=25

7
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d’expérience (tableau XV). La différence entre les deux groupes était
nettement significative (P < 0,001).

2) Diaphragmes incubés pendant 90 minutes dans du Krebs-Ringer phosphate

Les diaphragmes incubés provenaient d’animaux normalement
nourris jusqu’au moment du prélevement. La teneur moyenne en FFA
de 15 diaphragmes analysés séparément et de deux pools de 4 dia-
phragmes prélevés chez des animaux normaux était de 4,65 [i,Eq lorsque
le milieu d’incubation ne contenait pas de glucose ; celle de 11 dia-
phragmes analysés séparément et d’un pool de 4 muscles était de 4,84 piEq
lorsque le milieu d’incubation contenait du glucose (tableau XIV). La
présence de glycérophosphate dans le milieu augmentait la teneur en
FFA des muscles.

Lorsque les muscles provenaient d’animaux néphrotiques, la teneur
en FFA des diaphragmes incubés était de 5,24 [j,Eq en l’absence de
glucose dans le milieu, de 5,16 pEqQ en présence de glucose dans le
milieu et de 5,17 piEq en présence de glycérophosphate (tableau XV).

Ces résultats conduisent a trois conclusions :

1° La teneur en FFA du diaphragme normal non incubé est aug-

mentée chez le rat néphrotique par rapport au normal.

2° L’incubation a pour effet d’augmenter tant chez le normal que

chez le néphrotique la teneur en FFA du diaphragme chez des
animaux normalement nourris jusqu’au moment du prélévement ;
cette augmentation résulte de I’hydrolyse des glycérides intra-
tissulaires durant la période d’incubation.

3° L’addition de glucose au milieu d’incubation ne modifie pas

significativement les résultats obtenus dans chaque groupe mais
la différence qui se manifestait entre animaux normaux et animaux
néphrotiques, lorsque I'incubation se faisait en I’absence de
glucose disparait par I'addition de glucose ou de glycérophos-
phate au milieu d’incubation. On sait que le glucose a pour effet
de réduire I’hydrolyse et de favoriser I'utilisation des acides gras
pour la synthése glycéridique.

Protéines

La méthode utilisée ne permet d’obtenir qu’une évaluation globale
du contenu protidique des diaphragmes de rats normaux et néphro-
tiques. L’identité des résultats obtenus dans les deux groupes n’exclut
pas des différences qualitatives des divers types de protéines musculaires.
Le tableau XVI donne les valeurs individuelles de chaque série d’ani-
maux.



TABLEAU XV

Acides gras libres du diaphragme de rat néphrotique
(iiEa/g)

Avant

incubation

Série du 16-6-65
1,41
1,28
1,23
1,39
1,39
Série du 9-8-65
1,29
1,64
2,08
1,78
1,47
Série du 18-6-67
1,25
1,38
1,43
1,43
1,16
1,31

Moy. 1,47 0,07

» = 16
AN

Apres incubation (90 minutes dans KRP)

Sans
glucose

Série du 26-11-63
4,04
5,71
4,87
5,17
Série du 9-12-63
4,15
6,23
5,23
4,71
Série du 2-6-64
4,10
5,42
6,65
Série du 29-6-64
5,98
5,15
Série du 20-10-64
4,88
5,35
5,41
4,04
Série du 8-2-65
(pool de 4 rats)
6,05
Série du 23-2-65
(pool de 4 rats)
4,98

Moy. 5,25 +0,15
« = 25

7

P < 0,001

NS

#+ Glucose + Glycérophos-
(10-2 M) phate (10-2 M)

Série du 26-11-63
5,62
4,16
5,08
5,40

Série du 9-12-63
4,94
5,59
4,85
5,82

Série du 2-6-64
5,34
5,36
5,18

Série du 20-10-64

6,30
5,34
4,71
5,66
Série du 8-2-65 3,82
(pool de 4 rats)
5,02
Moy. 5,16+0,10 Moy. 5,17+0,42
« = 15 ff =25
N\ 7
NS
/7
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TABLEAU XVI

Protéines du muscle (*) (diaphragme de rat)

(en mg/g)

Rats normaux Rats néphrotiques
230 232
235 209
240 228
215 325
252 297
236 206
268 206
234 252

273

222
258 260
272 245
252 250
237 219
262 204
269 288
264 215
249 237
241 213
291 235
251 247
239 242
262 267
253 263
223 254
219 264
240 263
225 262
221 253
223 207

234 202
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TABLEAU XVI (Suite)

Rats normaux Rats néphrotiques
254 272
238 246
220 260
218 251
246 273
228 232
245 269
264 288
249 262
219 274
266 231
238 249
260 271
263 267
252 261
242 252
271 269
265 265
292 262
270 253

Moy. 247 2,7 Moy. 249+3,6
N Y 4
NS
« = 49 « = b1

(*) Le facteur de correction de 1,13 a été appliqué pour les valeurs obtenues chez
les rats néphrotiques afin de ramener a un méme degré d’hydratation



CHAPITRE 3

INCUBATION DE DIAPHRAGMES DE RATS NORMAUX
ET NEPHROTIQUES
EN PRESENCE DE DIVERS SUBSTRATS

1. En présence de palmitate

Le tableau XVII montre les résultats d’une expérience type d’incu-
bation de diaphragme en présence de palmitate-I-C**. Dix hémidia-
phragmes provenant de 5 rats normaux (1-2-3-4-9) et dix hémidia-
phragmes provenant de 5 rats néphrotiques (5-6-7-8-10) sont incubés
soit en présence d’'un milieu A contenant de I’'albumine, du palmitate
marqué et du Krebs-Ringer phosphate (1A-2A-3A-4A-5A-6A-7A-
8A) soit en présence du méme milieu auquel on a ajouté du glycéro-
phosphate de Na (0,01 M), milieu B (1B-2B-3B-4B-5B-6B-7B-8B-
9B-10B).

TABLEAU XVII

Effet du glycérophosphate sur l'incorporation du palmitate

Rats nourris
Incubation de 90 minutes au Dubnoff 37,5°C (2 ml par flacon)

Milieu d’incubation

A B
2 ml d’eau distillée 2,4 ml de glycérophosphate
0,40 ml albumine 100 mg/ml 0,72 ml albumine 100 mg/ml
5 ml palmitate (*) 6 ml palmitate (*)
KRP ad 20 ml KRP ad 24 ml

20,00 ml 24,00 ml
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DL alpha-glycérophosphate de Na. 6H20 (PM 324,14) : solution 0,1 molaire.
Acide palmitique (PM 256).

1 ml d’acide palmitique-I-Ci® (0,138 mg) + 3,67 mg d’acide palmitique BDH
recristallisé sont utilisés sous forme de sel sodique (méthode de Baxter et Good-
man) ; repris dans 12 ml d’eau distillée. Pour le milieu A, 5 ml de la solution
sont portés a 20 ml de milieu dont 2 ml (0,62 [xmoles) sont introduits dans
chaque Erlenmeyer pour I'incubation.

Poids des rats

Poids humide des
hémidiaphragmes

Poids des rats

Poids des
hémidiaphragmes

normaux normaux néphrotiques néphrotiques
180 g IA 146 mg 185 4 5A 103 gm
B 122 B 92
195 g 2A 117 180 ¢ 6A 88
B 128 B 101
195 g 3A 152 175 g 7A 93
B 100 B 107
190 g 4A 118 185 g 8A 110
B 140 B 127
185 g 9B 300 (*) 185 g [@]=] 220 (™)
Il. Radioactivité des milieux d’incubation (prise 0,5 ml — lect. 0,5 min.)
Net CPM
Lect. fen. Lect. fen. CPM fen. Net CPM dans milieu
rouge verte rouge fen. rouge apres
incubation

Radioactivité du milieu ne contenant pas de tissu (MIA)

MIA

Normaux

Néphrot.

2A
3A
aA

5A
6A
7A
8A

83.955

Incubation dans le milieu A

71.419
74.540
73.030
74.465

79.184
79.926
81.457
80.018

56.729

45.915
46.843
46.314
46.316

50.028
52.471
53.158
51.791

167.910

142.838
149.080
146.060
148.930

158.368
159.952
162.914
160.036

167.874 671.496

142.802 571.208
149.044 596.176
146.024 584.096
148.894 595.576

158.332 633.328
159.816 639.264
162.878 651.512
160.000 640.000

(*) Les diaphragmes entiers ont été utilisés dans cette expérience.



B
2B
Normaux 3B
4B
9B

5B
Néphrot. 6B
7B
8B
10B

Radioactivité par mpmole : 670.000 : 620 ==

EXPERIENCES D'INCUBATION IN VITRO

Incubation dans le milieu B

74.666
74.180
78.042
75.283
77.102

79.684
79.789
79.461
82.917
80.205

48.341
49.101
48.916
48.946
49.626

50.762
50.931
51.955
54.670
52.525

149.332
148.350
156.084
150.568
154.204

159.368
159.578
158.922
165.834
160.410

149.296
148.324
156.048
150.536
154.170

159.332
159.542
158.886
165.798
160.374

1.080 CPM

93

597.184
592.296
624.192
602.120
616.680

637.328
638.168
635.544
663.184
641.496

I11. Radioactivité contenue dans les lipides totaux du muscle (mode d’extrac-

tion ; voir méthodes) volume de I’extrait 18 ml — prise 1 ml.
CPM fen. CPM fen. Net CPM
rouge verte fen. rouge
IA 8.158 3.614 8.138
Normaux 2A 7.002 3.028 6.982
3A 7.348 3.222 7.328
4A — — —
5A 5.390 2.210 5.370
Néphrotiques 6A 4.513 1.977 4.493
7A 4.882 2.109 4.862
8A 5.823 2.531 5.803
1B 6.535 2.737 6.515
2B 7.726 3.404 7.706
Normaux 3B — — —
4B 7.281 3.216 7.261
9B — —
5B 4.984 2.256 4.964
6B 5.549 2.257 5.529
Néphrotiques 7B 5.333 2.251 5.313
8B 5.721 2.528 5.701
10B 11.471 5.352 11.451

Eaux de lavages : prise 0,5 ml + 0,5 ml NaOH donc Xx 24

Net CPM
pour I'extrait

146.684
125.676
131.904

96.660
80.874
87.516
104.454

117.270
138.708

130.698

89.352
99.522
95.364
102.618
216.123

Aprés correction et multiplication par les facteurs de dilution, on trouve respec-
tivement pour IA a 8A ; 2.350 - 1.390 - 1.180 - 1.270 - 1.270 - 2.230 - 1.150
- 1.390 et pour IB a IOB ; 800 - 2.020 - 3.470 - 2.160 - 3.820 - 4.750 - 3.360
- 3.240 - 3.620 - 4.730

Bkgd = 37.
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IVV. Phospholipides (mode d’extraction : voir méthodes) — lecture 1 minute
1 2 3 4 5 6 7
1A 2.551 1.095 2.530 15.180 104.000 95
Norm. 2A 2.764 1.154 2.743 16.458 140.700 129
3A 2.772 1.178 2.751 16.506 108.600 100
4A 2.519 1.094 2.498 14.988 127.000 116
5A 2.713 1.251 2.692 16.152 156.800 144 163
Néphr. 6A 2.451 1.128 2.430 14.580 165.700 152 172
T7A 2.130 889 2.109 12.654 136.000 125 141
8A 2.757 1.171 2.736 16.416 149.200 137 155
B 2.072 831 2.051 12.308 101.000 100
2B 1.893 765 1.872 11.232 87.500 81
Norm. 3B 1.870 781 1.849 11.094 111.000 102
4B 2.530 1.115 2.509 15.054 107.500 99
9B 5.222 2.215 5.201 31.202 104.000 96
5B 3.069 1.302 3.048 16.288 198.800 182 206
6B 3.715 1.641 3.694 22.164 219.400 201 227
Néphr. 7B 3.673 1.587 3.652 21.912 204.800 188 212
8B 4.049 1.647 4.028 24.168 190.300 174 197
10B 7.356 3.028 7.335 44.011 200.000 185 209

Colonnes : 1*
20
30
4°
5o
6°
1°

CPM pour 1 ml (fen. rouge) ;

CPM pour 1 ml (fen. verte) ;

Net CPM pour 1 ml (fen. rouge) ;

Net CPM pour 1 ml X facteur de dilution 18/15 X 5 = xb ;

Net CPM par gramme de tissu humide ;

Millimicromoles de palmitate incorporées par g de tissu humide ;
Idem que 6“ aprés correction par 1,13 pour surhydratation du tissu
néphrotique.

V. Radioactivité des triglycérides -r FFA

Aprés avoir prélevé les 9 ml de la solution d’isooctane pour I’extraction de Borg-

strom, on procéde sur le restant (= 1 ml) au dosage de la radioactivité du
mélange TRI + FFA.
Prise 1 ml/10 X 18/15 = x 12. — Temps de lecture 1 min.

Normaux

1 2 3 4 8
1A 6.908 3.348 6.887 82.650 82.000
2A 7.811 3.442 7.790 93.500 98.500
3A 7.604 3.137 7.583 91.000 100.000

4A 7.866 3.460 7.845 94.000 93.600
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1 2 3

5A 5.033 2.088 5.012

Néphrot. 6A 3.866 1.847 3.845
TA 5.254 2.470 5.233

8A 5.064 2.270 5.043

B 8.302 4.118 8.281

2B 8.800 4.657 8.779

Normaux 3B 6.823 3.232 6.802
4B 8.073 4.113 8.052

9B 20.523 8.789 20.502

5B 4.837 2.398 4.816

6B 5.438 2.763 5.417

Néphrot. 7B 5.391 3.646 5.370
8B 5.211 2.610 5.190

10B 11.428 5.306 11.407

Bkgd 50’ 1.077 1.383

Colonnes : 1° a 4° (voir IV du méme tableau) ;

60.100
46.200
62.800
60.500

99.500
105.300
81.600
95.500
246.000

57.700
65.100
64.400
62.300
137.000

21

95

62.100
54.050
62.800
63.100

103.600
115.400
85.700
98.300
246.000

61.200
69.400
63.700
68.000
135.750

8“ Somme des radioactivités propres des FFA et TRI aprés séparation

(voir plus loin) dans I’échantillon.

VI1. Triglycérides (mode d’extraction : voir méthodes).
Prise de 3 ml apres séparation de Borgstrom.
Facteur de dilution = 18/15 X 10/9 X 20/3 = 80/9.

1 2 3 4
Milieu A
IA 4.453 1.987 4.432 39.400
Norm. 2A 5.472 2.387 5.451 48.500
3A 5.421 2.314 5.400 48.000
4A 5.104 2.399 5.083 45.200
5A 2.165 1.005 2.144 19.100
Néphr. 6A 2.139 1.075 2.018 17.950
7A 1.799 844 1.778 15.800
8A 2.651 1.201 2.630 23.400
Milieu B
B 4.195 1.835 4.174 37.100
2B 6.485 2.984 6.464 57.400
Norm. 3B 4.781 2.016 4.760 42.200
4B 5.959 2.521 5.938 52.700

9B 13.015 6.543 12.994 115.500

271.000
415.000
316.000
383.000

185.500
204.000
170.000
213.000

304.000
448.000
422.000
376.000
385.000

249
381
290
351

170
187
156
195

279
411
387
345
357

192

176
220
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5B 4.355 1.971 4.334 38.500 419.000 384 434

6B 3.848 1.783 3.827 34.000 337.000 309 349
7B 3.733 1.540 3.712 33.000 309.000 283 320
8B 3.927 1.796 3.906 34.600 273.000 250 283
10B 8.189 3.622 8.168 72.600 330.000 306 346
VIl. FFA.
Prise de 1 ml. — Facteur de dilution : 18/15 X 10/9 X 10 = 40/3.
1 2 3 4 5 6 7
Milieu A
1A 3.224 1.606 3.203 42.600 292.000 268
Norm. 2A 3.781 1.791 3.760 50.000 427.000 391

3A 3.924 1.836 3.906 52.000 342.000 314
4A 3.652 1.671 3.631 48.400 346.000 317
5A 3.252 1.518 3.231 43.000 417.000 382 432
Néphr. 6A 2.719 1.327 2.700 36.100 358.000 328 371
7A 3.550 1.705 3.529 47.000 505.000 463 523
8A 3.005 1.358 2.984 39.700 361.000 331 374
Milieu B
B 5.020 2.221 5.000 66.500 540.500 500
2B 4.408 1.921 4.387 58.000 452.000 415
Norm. 3B 3.268 1.389 3.247 43.050 435.000 399
4B 3.508 1.536 3.487 45.600 326.000 299
9B 9.808 4.016 8.787 130.500 435.000 400

5B 1.720 789 1.700 22.700 247.000 227 257

6B 2.677 1.175 2.656 35.400 350.000 321 363

Néphr. 7B 2.326 1.066 2.305 30.700 286.000 262 296
8B 2.525 1.180 2.504 33.400 263.000 241 272

10B 4.757 2.002 4.736 63.150 287.000 262 297

Pour les triglycérides et les FFA : colonnes 1 a 7 : voir IV. du méme tableau.

VIIl. Esters (méthode colorimétrique de Rapport et Alonzo : voir méthodes).

Triglyc. Facteur de dilution : 18/15 X 10/9 X 20/10 = 40/15 pour les
diaphragmes normaux et 18/15 X 10/9 X 20/15 = 16/9 pour les diaphrag-
mes néphrotiques.

poids de mg de glycéride
mg pour mg dans I’échantillon par g de tissu
la prise I’échantillon en mg humide
IA 0,311 0,830 146 5,68

Norm. 2A 0,279 0,745 117 6,35



Norm. 3A
4A

5A
6A
Néphr. 7A
8A

B

2B

Norm. 3B
4B

9B

5B
6B
Néphr. 7B
8B
10B

EXPERIENCES D’INCUBATION IN VITRO

0,316
0,440

0,1065
0,129
0,0945
0,160

0,327
0,523
0,234
0,318
0,800

0,160
0,189
0,115
0,138
0,308

0,845
1,180

0,190
0,230
0,169
0,285

0,874
1,400
0,625
0,850
2,139

0,285
0,338
0,215
0,246
0,548

IX. Esters des phospholipides

Facteur de dilution : 18/15 X 5/3 = X
18/15x5 = X

sauf 9B et 10B !

IA
2A
Norm. 3A
4A

5A
Néphr. 6A
7A
8A

B

2B

Norm. 3B
4B

9B

5B

6B

Néphr. 7B
8B

0B

5@ colonne :

mg pour

la prise

0,485
0,445
0,389
0,581

0,311
0,275
0,260
0,272

0,482
0,500
0,430
0,600
0,414

0,392
0,495
0,461
0,447
0,304

mg dans

0,970
0,891
0,779
1,162

0,622
0,550
0,520
0,554

0,963
1,000
0,860
1,200
2,490

0,784
0,991
0,922
0,894

97

152 5,55
118 10,00
103 1,84
88 2,62
93 1,82
110 2,59
122 7,17
128 10,90
100 6,25
140 6,06
300 7,13
92 3,10
101 3,35
107 2,00
127 1,94
220 2,49
mg/gm mg/gm
Poids de de tissu de tissu
I’échantillon I’échantillon exprimés en exprimés en
en mg tripalmitine lécithine
146 6,65 19,09
117 7,62 21,87
152 5,12 14,69
118 9,84 28,24
103 6,04 17,33
88 6,25 17,94
93 5,60 16,07
110 5,04 14,46
122 7,90 22,67
128 7,82 22,44
100 8,60 24,68
140 8,58 24,62
300 8,30 23,82
92 8,50 24,40
101 9,81 28,15
107 8,62 24,74
127 7,04 20,20
220 8,32 23,88

1,830

facteur de conversion X 2,87
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X. FFA (méthode de Dole : voir méthodes)

Facteur de correction pour extraction et dilution :

X 18/15 X 10/9 x 10/8 = 5/3

0,49 = facteur tenant compte du volume correspondant a chaque graduation
de la microburette, de la conversion en (XEg/ml et de la prise de 3 ml
sur 4 de la solution de FFA dans I'isooctane.

Mode de calcul : (nombre de graduat. — blanc) X titre de la soude (environ 0,02N)
X 0,49 X 5/3.

Norm.

Néphr.

Norm.

Néphr.

1A
2A
3A
4A

5A
6A
7A
8A

B
2B
3B
4B
9B

5B
6B
7B
8B

10B

Nbre de gra-
duations a la
microburette

69
79
67
76

63
57
63
55

80
79
75
75
158

65
62
67
58
99

Nbre de gra-
duations a la
microburette
moins le blanc

Blanc (en triple) = 22 graduations.

a7
57
45
54

41
35
41
33

58
57
53
53
136

43
40
45
36
7

PEg
dans
I’échantillon

0,635
0,769
0,606
0,727

0,553
0,471
0,553
0,445

0,782
0,770
0,715
0,715
1,836

0,580
0,540
0,606
0,486
1,038

Xl. Activités spécifiques (CPM par mg de substance)

Norm.

1A
2A
3A
4A

5.480
6.410
7.400
4.530

Phospholipides

Triglycérides

47.500
65.000
56.800
38.400

PEQ p

ar

gramme de tissu
(poids humide)

4

4.35
6,55
3,98
6,16

4,88
5,35
5.41
4,04

6,42
6,00
7,15
511
6,13

6,30
5,34
5,66
3,82
4,71

FFA

67.000
65.000
86.000
66.600
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5A 9.060 100.000 78.000
Néphr. 6A 9.270 78.400 76.500
7A 8.500 93.500 85.000
8A 10.300 82.100 89.000
B 4.460 42.500 85.000
2B 3.900 41.200 75.500
Norm. 3B 4.490 67.200 61.000
4B 4.360 62.000 64.000
9B 4.360 54.000 71.000
5B 8.150 135.000 59.000
6B 7.800 101.000 66.000
Néphr. 7B 8.300 153.000 51.000
8B 9.410 141.000 69.000
10B 8.400 133.000 61.000
N.B. — Les activités spécifiques des phospholipidles sont calculées a partir des

concentrations chimiques exprimées en lécithine.

Le poids des rats et des hémidiaphragmes figure dans la premiéere
partie du tableau XVII.

Dans la deuxieme partie sont présentés les résultats des mesures de
radioactivité d’'un échantillon du milieu prélevé aprés une incubation
de 90 minutes des hémidiaphragmes étudiés ou soumis aux mémes
manipulations en I’absence de tissu (MIA).

Dans la troisieme partie est exprimée la radioactivité contenue dans
les lipides totaux extraits du tissu aprés incubation. Les résultats sont
donnés dans la 4® colonne en coups nets pour l’extrait.

Dans la 4® partie, est exprimée la radioactivité de la fraction phos-
pholipidique aprés séparation de I’extrait sur colonne d’acide silicique.
Les résultats sont exprimés comme pour les lipides totaux dans les
colonnes 4 et 5. Dans les colonnes 6 et 7, I'incorporation de palmitate
est exprimée en millimicromoles par gramme de tissu [colonne 6 :
résultat non corrigé pour hémidiaphragmes normaux et colonne 7 :
résultat corrigé pour la surhydratation des hémidiaphragmes néphro-
tiques (facteur 1,13).]

Dans la 5@ partie, sont donnés les résultats des mesures de radio-
activité des triglycérides et des FFA réunis, les phospholipides ayant
été extraits sur colonne d’acide silicique. Ces mesures ne sont faites qu’a
titre de contrble. Leurs résultats (colonne 4 : coups nets par minute
dans I’échantillon) sont comparés a ceux obtenus par la somme des
radioactivités mesurées apres séparation des triglycérides et FFA (mé-
thode de Borgstrom (colonne 8) dans I’échantillon).
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Dans la 6® partie, sont calculées par gramme de tissu humide les
radioactivités de la fraction contenant les triglycérides (colonne 5).
Les résultats sont exprimés en millimicromoles de palmitate incorporé
par gramme de tissu dans les colonnes 6 et 7 comme plus haut.

Dans la 7® partie, figurent les résultats des mesures de radioactivité
effectuées sur la fraction contenant les acides gras non estérifiés (FFA) ;
ils sont exprimés par gramme de tissu humide (colonne 5) et en milli-
micromoles de palmitate incorporé par gramme de tissu (colonnes 6 et 7).

Dans les 8®, 9® et 10® parties du tableau figurent les résultats des
dosages chimiques effectués sur les mémes fragments de tissu normal
et néphrotique aprés incubation en milieux A et B, c’est-a-dire sans
glycérophosphate et avec glycérophosphate.

Les taux d’esters de triglycérides sont exprimés en mg par gramme
de tissu dans la colonne 4 (8® partie). Ceux des phospholipides (9® par-
tie) ont été exprimés en mg par gramme de tissu par rapport a un
standard de tripalmitine (colonne 4) et en mg par gramme de tissu par
rapport a un standard de lécithine dans la colonne 5.

Dans la 10® partie la teneur en acides gras non estérifiés est exprimée
en micro-équivalents par gramme de tissu (colonne 4).

Dans la 11® partie du tableau XVII, sont calculées les activités
spécifiques des trois fractions : triglycérides, phospholipides et FFA,
en cpm/mg de substance et par gramme de tissu.

l.e tableau XWVIII montre, en ce qui concerne l'incorporation de
palmitate dans les glycérides, les résultats obtenus dans les différentes
expériences de ce type lorsque le milieu était enrichi en glucose ou en
glycérophosphate ou était dépourvu en ces deux substrats. L’incor-
poration y est exprimée en millimicromoles par gramme de tissu.

Dans le tableau XIX, sont présentés les résultas des mesures d’acti-
vités spécifiques (cpm/mg de substance et par gramme de tissu humide)
des mémes expériences.

Dans les tableaux XX et XXI, sont parallelement exprimés les taux
d’incorporation du palmitate marqué dans la fraction phospholipidique
et I’activité spécifique par mg de phospholipides (exprimés en |écithine).

Enfin, dans les tableaux XXII et XXIIl les mémes valeurs sont
données pour les acides gras non estérifiés du tissu, les incorporations
étant exprimées en millimicromoles par gramme de tissu et les activités
spécifigues en cpm/[XxEq d’acide gras non estérifié.

L’examen statistique des résultats du tableau XVIII fait apparaitre
une différence significative entre les comportements des hémidiaphragmes
provenant de rats néphrotiques et de rats normaux en ce qui concerne
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Incorporation de palmitate-1-C'* dans les glycérides
(en m[j.moles/g de tissu)

Milieu sans glucose
ni glycérophosphate

Normaux

306
388
284
305

252
278
352
284

266
349
416

Néphrotiques

Série du 26-11-63

281
263
277
208

TABLEAU XVIII

Milieu avec glucose

Normaux

Série du 9-12-63

151
237
168
207

Série du 2-6-64

190
283
248

Série du 20-10-64 (*)

249 192
381 211
290 176
351 220
317+14 221 +11
n =15
AN 7
P < 0,001

330 345
490 395
440 390
590 420
390 300
440 484
310 436
350 272
345 289
420 410
475 273
416 +21 366 +22
n-=11
AN 7
NS

(10 -sM)

(*) Expérience décrite dans le tableau n“ XVII.

101

Milieu avec glycérophos-
phate o' _,

Néphrotiques Normaux Néphrotiques

Série du 20-10-64 (*)

279
411
357
387
345

356 +29

434
349
346
320
283

346 +32



TABLEAU XIX
Activité spécifique CPM/mg de glycéride

(Incubation en présence de palmitate-1-Ct")

Sans + Glucose + Glycérophosphate
glucose (10--2 M) (10- sM)

Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques

Série du 26-11-63

51.000 97.000 45.000 140.000
61.000 107.000 55.000 153.000
102.000 142.000 79.000 145.000
49.000 70.000 57.000 135.000

Série du 9-12-63

43.000 112.000 52.000 136.000
59.000 81.000 47.000 143.000
64.000 108.000 90.000 213.000
56.000 110.000 29.000 191.000

Série du 2-6-64

64.000 101.000 90.000 114.000

71.000 97.000 61.000 257.000

50.000 91.000 66.000 94.000

Série du 20-10-64 Série du 20-10-64

77.000 78.000 43.000 135.000

65.000 94.000 41.000 133.000

57.000 82.000 54.000 101.000

38.000 100.000 67.000 153.000
62.000 141.000

59.000 98.000 61.000 156.000 53.000 133.000

+400 +4.500 +5.700 +14.000 +3.300 +5.600

n =15 n==11 n-=>5
7 AN 7 7
P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
NS
AN 7

P < 0,001



TABLEAU XX
Incorporation de palmitate-I-Ci'* dans les phospholipides

(en mjxmoles/g de tissu)

Milieu sans glucose Milieu avec glucose Milieu avec glycéro-
ni glycérophosphate (10-2 M) phosphate (10~2 M)

Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques

Série du 26-11-63

92 156 116 133
93 114 112 182
99 183 136 185
61 170 123 213

Série du 9-12-63

67 98 50 92
84 139 89 146
76 102 91 139
72 112 83 140

Série du 2-6-64

104 175 132 112
136 174 112 208
105 164 105 230
Série du 20-10-64 Série du 20-10-64
95 163 100 206
129 172 91 227
100 141 102 212
116 155 99 197
96 209
95+6 148+7 104 +£7 162+12 96 +2 210 +3
« = 15 n =11 H=125
7 AN 7 AN 7

P < 0,001 0,001 < P < 0,01 P < 0,001



TABLEAU XXI
Activité spécifigue CPM/mg de phospholipide exprimé en lécithine

(Incubation en présence de palmitate-I-Ct'*)

Sans #+ Glucose + Glycérophosphate
glucose (10--2 M) (10- 2M)

Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques

Série du 26-11-63

6.060 8.290 6.480 7.700
5.230 7.040 6.720 10.000
5.990 9.860 8.360 9.760
4.950 10.980 7.460 11.600

Série du 9-12-63

5.740 13.100 5.190 9.060
6.030 8.430 7.070 9.340
5.640 8.330 6.970 9.150
5.600 8.260 6.130 8.850

Série du 2-6-64

5.710 9.160 7.460 9.760
7.600 8.880 7.140 10.700
6.690 8.080 6.450 10.800
Série du 20-10-64 Série du 20-10-64
7.390 9.090 4.460 8.150
6.410 9.270 4.360 7.800
5.470 8.500 4.360 8.400
4.530 10.130 4.490 8.300

3.900 9.400

5.940 213 9.170+376 6.860+247 9.740 %321 4.310x+70 8.410 x174
« = 15 n~=11 n-=>5

v 7 N 7 AN 7

P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
\/ - 7
0,005 = P = 0,0025
\ 7

NS
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TABLEAU XXII

Incorporation de palmitate-I-Ci® dans les acides gras non estérifiés
(en m|xmoles/g de tissu)

Milieu sans glucose Milieu avec glucose Milieu avec glycérophos-
ni glycérophosphate (10-2M) phate (10”2 M)

Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques

Série du 26-11-63

198 390 202 349
294 506 269 290
241 375 260 302
244 333 289 314

Série du 9-12-63

283 195 184 214
154 278 197 255
173 231 225 222
208 203 264 263

Série du 2-6-63

359 291 113 320
175 270 265 316
244 399 277 290
Série du 20-10-64 Série du 20-10-64
268 432 500 257
391 371 415 363
314 523 404 297
317 374 399 296
299 272
258 +20 345 26 239+11 285 +13 403 +20 297x12
n =15 n-=11 « =15
AN 7 AN v AN 7

0,001 <P < 0,01 0,05 = P = 0,02 P < 0,001



TABLEAU XXIII
Activité spécifique CPM/|i,EqQ d’acide gras non estétifié

(Incubation en présence de palmitate-I-Ci'*)

Sans Avec glucose + Glycérophosphate
glucose (10-2 M) (10-2 M)

Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques Narmaux Néphrotiques

Série du 26-11-63

70.000 137.000 103.000 88.000
106.000 109.000 96.000 99.000
91.000 126.000 88.000 84.000
103.000 91.000 113.000 82.000

Série du 9-12-63

70.000 66.000 55.000 61.000
63.000 63.000 61.000 65.000
59.000 62.000 65.000 65.000
74.000 61.000 69.000 64.000

Série du 2-6-64

106.000 95.000 62.000 52.000
39.000 69.000 69.000 70.000
81.000 81.000 104.000 67.000
Série du 20-10-64 Série du 20-10-64
67.000 78.000 71.000 59.000
65.000 76.000 85.000 61.000
86.000 85.000 76.000 66.000
67.000 89.000 61.000 51.000
64.000 69.000
76.000 86.000 80.000 72.000 71.000 61.000
+5.000 +6.000 +6.000 +5.000 +3.000 +2.000
n = 15 n =11 « =25
AN N AN 7 AN 7
NS NS NS
AN 7

0,001 < P < 0,01
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I'incorporation du palmitate-I-O* dans les glycérides lorsque le muscle
est incubé dans un milieu dépourvu de glucose. La présence de glucose
augmente l'incorporation de palmitate dans les glycérides tant chez le
normal que chez le néphrotique mais la différence que I’on constate
entre néphrotiques et normaux cesse d’étre significative. L’addition de
glycérophosphate au milieu d’incubation ne modifie pas I'incorporation
de palmitate marqué dans les glycérides chez les normaux mais bien
chez les néphrotiques dont I'incorporation devient égale a celle observée
pour les hémidiaphragmes normaux. L’incorporation de palmitate est
donc influencée par la présence de glucose dans le milieu d’incubation
non par celle de glycérophosphate lorsque les diaphragmes proviennent
d’animaux normaux. Chez les rats néphrotiques, I'addition de glycéro-
phosphate comme celle de glucose éléve pratiquement de la méme
maniere le pouvoir d’incorporer du palmitate dans les glycérides.

Il nest pas surprenant que le glucose favorise la synthése des glycé-
rides lorsqu’on offre au tissu des acides gras. L’effet moindre du glycéro-
phosphate dans ce cas pourrait s’expliquer par le fait que le glucose a
concentration équimolaire (10~ M) libére deux fois plus de glycéro-
phosphate.

On ne peut guere tirer de conclusions des mesures d’activités spéci-
fiques rapportées au tableau XIX, bien qu’elles soient toujours supé-
rieures pour les hémidiaphragmes néphrotiques aux valeurs mesurées
pour les hémidiaphragmes normaux. Ce fait ne traduit sans doute que
la diminution de la concentration en glycérides du muscle néphrotique
par rapport au normal.

L’incorporation de palmitate dans les phospholipides des diaphrag-
mes ne dépend pas, chez le rat normal, de la présence ou de I’absence
de glucose ou de glycérophosphate dans le milieu d’incubation (tableau
XX). Dans les diaphragmes néphrotiques, I'incorporation est toujours
plus élevée que dans les diaphragmes normaux, la différence étant parti-
culierement nette en présence de glycérophosphate.

Le tableau XXI, qui donne les valeurs de I'activité spécifique dans
la fraction phospholipides, refléte les différences observées pour I'incor-
poration puisque la teneur en phospholipides du muscle n’est pas
influencée par la maladie.

La quantité de palmitate radioactif retrouvée dans les acides gras
non estérifiés du diaphragme (tableau XXII) n’est pas modifi€ée par
I’addition de glucose au milieu d’incubation lorsqu’il s’agit de dia-
phragme normal. L’addition de glycérophosphate, au contraire, aug-
mente la quantité de palmitate radioactif maintenue dans la fraction
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acides gras. Lorsque le diaphragme provient d’animaux néphrotiques,
la présence de glucose diminue la quantité de palmitate marqué retrouvée
dans cette fraction. Il en est de méme lorsque du glycérophosphate est
ajouté au milieu. Les activités spécifigues par pEq d’acide gras non
estérifié (tableau XXIIl) ne sont pas différentes chez les néphrotiques
et chez les normaux et ne sont guére influencées par I’'addition de glucose
ou de glycérophosphate.

La quantité de palmitate incorporée dans la somme des trois frac-
tions : glycérides, phospholipides et acides gras (FFA) est de 670 milli-
micromoles pour les diaphragmes normaux et de 714 millimicromoles
pour les diaphragmes néphrotiques dans un milieu dépourvu de glucose.
Exprimée en % de la dose incorporée par gramme de muscle, la fraction
contenue dans les glycérides représente 55 % du total chez le rat normal
et 33 % seulement chez le néphrotique. Lorsque le milieu contient du
glucose, la somme des millimicromoles de palmitate incorporées dans
les trois fractions s’éleve a 759 pour les diaphragmes normaux et 813
pour les diaphragmes néphrotiques. 55 % de la dose incorporée le sont
dans les glycérides chez le rat normal et 45 % chez le rat néphrotique.
On constate donc une augmentation du pourcentage d’incorporation
dans les glycérides lorsque du glucose est ajouté au milieu dans lequel
sont incubés des diaphragmes néphrotiques.

Si on applique le méme raisonnement aux phospholipides, on
constate que le pourcentage d’incorporation dans cette fraction est plus
élevé pour les diaphragmes néphrotiques que pour les normaux (21,7 %
au lieu de 14,3 % dans un milieu sans glucose, et 19,9 % au lieu de
13,7 % dans un milieu qui en contient). Ces chiffres montrent, par
contre, que l'addition de glucose ne modifie ni le comportement des
diaphragmes normaux ni celui des néphrotiques.

L’addition de glycérophosphate au milieu augmente l'incorporation
globale de palmitate tant chez le normal que chez le néphrotique (855
millimicromoles et 853 millimicromoles respectivement).

Si nous considérons la somme des quantités de palmitate incorporées
dans les glycérides et les acides gras, nous constatons que lI'addition de
glycérophosphate au milieu a un effet supérieur a celui du glucose
pour les diaphragmes normaux (655 millimicromoles pour le glucose et
759 millimicromoles pour le glycérophosphate). Pour les diaphragmes
provenant de rats néphrotiques, la glucose et le glycérophosphate ont
le méme effet (651 millimicromoles pour le glucose et 643 pour le glycéro-
phosphate).
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Cette identité en présence d’une moindre incorporation dans les
acides gras indique clairement une participation accrue de ceux-ci a la
synthése des glycérides pour les diaphragmes néphrotiques.

Dans le tableau XXIV, figurent les résultats de fractionnement des
glycérides en mono, di- et triglycérides par la technique de séparation en
couche mince. Le tableau montre que, incubés dans un milieu sans
glucose, le pourcentage de mono- et de diglycérides est plus élevé
pour les néphrotiques que pour les normaux. Cette différence tend a
disparaitre lorsque Il'incubation se fait en milieu enrichi en glucose.

Notons qu’il N’y a pas eu de fractionnement en mono- di- et trigly-
cérides dans les expériences avec glycérophosphate.

2. En présence de chylomicrons

Le mode de préparation des chylomicrons a été décrit au chapitre
des techniques. Nous n’y reviendrons pas ici. Les fractions de lymphe
récoltées dans les 4 heures qui suivent I’'ingestion de palmitate marqué
sont généralement les plus radioactives. Elles ont été, seules, utilisées
pour la purification des chylomicrons destinés a I’expérience. Ceux-cCi
ont été étudiés a deux points de vue :

1) leur activité spécifigue (cpm/jxmole de tripalmitine) et

2) la répartition de leur radioactivité totale entre mono-, di- et tri-
glycérides ainsi qu’acides libres non estérifiés.

L’incorporation dans les diaphragmes des chylomicrons marqués au

C’* a été étudiée apres 10, 20, 45 ou 105 minutes d’incubation suivant
les expériences.

La radioactivité du milieu d’incubation a été mesurée avant et apres
I'incubation des diaphragmes de méme que sa répartition dans les quatre
fractions citées plus haut.

Le tissu lui-méme a été analysé comme il a été décrit dans les chapitres
précédents ; estimation chimique de la teneur en glycérides, en phos-
pholipides et en acides gras libres, mesures de radioactivité des lipides
totaux, des phospholipides, des FFA, des tri-, di- et monoglycérides.

Le tableau XXV donne a titre exemplatif les résultats d’'une expé-
rience.

Trente expériences portant sur 15 animaux normaux et 15 animaux
néphrotiques ont été réalisées, dans le but de montrer l'influence du
temps d’incubation sur lI'incorporation du palmitate des chylomicrons
dans les phospholipides, les tri-, di- et monoglycérides et les acides gras
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TABLEAU XXIV

Incorporation de palmitate-I-Ci®
(en [xmoles/g de tissu)
Pourcentage dans les mono-, di- et triglycérides

Milieu sans glucose Milieu + glucose (102 M)
Normal Néphrotique Normal Néphrotique

0,5 3,8 1,6 1.4

0,3 1,5 1,5 1,7

0,9 51 0,9 1,6

Mono- 1,6 2,3 0,8 1,2

1,0 2.1 2,3 1.4

glycérides 0,9 1,8 2,1 1.4
0,9+0,2 2,8+0,6 1,5+0,25 1,5+0,07

« =6 « =6 « =6 n=(

11,0 12,6 14,3 13,0

11,6 12,1 11,9 15,7

10,4 17,1 11,9 9,9

Di- 8,6 15,5 11,1 10,3

10,6 13,8 10,7 15,6

glycérides 10,1 13,6 11,7 15,0
10,4+0,4 14,2+0,8 11,9+0,8 13,3+1,1

« =6 « =6 « =6 « =6

88,5 83,6 84,2 85,6

88,1 86,4 86,4 82,6

88,7 77,8 87,2 88,5

Tri- 89,8 82,2 88,1 88,5

88,4 84,1 87,0 83,4

glycérides 89,0 84,6 86,2 83,6
88,7+0,25 83,0+0,9 86,410,5 85,4+1,1

« =6 n==o « =6 « =6
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TABLEAU XXV

Expérience d’incorporation des chylomicrons

Milieu d’incubation

19,30 ml de Krebs-Ringer phosphate,
13,10 ml de suspension de chylomicrons marqués au palmitate-I-C"'*,
3,60 ml d’une solution de glucose (18 mg/ml).

36,00 ml
2,00 ml de cette solution par flacon.

Rats normaux Rats néphrotiques
Poids Poids Poids Poids
des rats des hémidiaphragmes des rats des hémidiaphragmes
en g en mg eng en mg
Série A Série B Série A Série B
230 153 146 5) 185 150 125
225 161 167 6) 200 131 138
230 142 170 7 220 149 162
225 173 177 8) 200 143 130

Un hémidiaphragme de chaque rat est placé dans un flacon et incubé pendant 20 mi-
nutes (série A), I'autre hémidiaphragme est incubé dans un autre flacon pendant
45 minutes (série B).

Radioactivité du milieu (0,1 ml des 2 ml du milieu a été extrait par du chloro-
forme-méthanol 2:1 — mesure sur 1 ml des 18 ml de I’extrait chloroformique)
donc facteur X 360.

CPM NCPM CPM par flacon

Milieu A 2.943 2.926 1.054.000

Concentration du milieu en tripalmitine (dosage des liaisons esters).
6,9 mg ou 8,58 gmoles de tripalmitine par flacon.

Coups par minute et par mpmole : 1.054.000 ; 8.580 = 123 cpm/m(xmole.

Composition du milieu (chromatographie en couche mince) :

Triglycérides : 86,5 %
Diglycérides : 3,2 %
Monoglycérides : 2,0 %
FFA: 8,4%0

™) 1,2, 3,4 :rats normaux ; 5, 6, 7, 8 : rats néphrotiques.
A : incubation de 20 minutes ; B : incubation de 45 minutes.
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Radioactivité contenue dans les phospholipides du diaphragme (prélevement
de 6 ml de méthanol sur les 10 ml de I’extrait aprés séparation sur colonne
d’acide silicique).

NCPM NCPM dans NCPM/gm
I’échantillon

PL IA 338 (*) 563 3.690

2A 363 605 3.710

3A 231 385 2.710

4A 341 568 3.290

M = 3.360 250 X 1,13

PL 5A 398 663 5.010

6A 394 657 5.650

7A 297 495 3.750

8A 326 543 4.290

4.680i415

PL IB 461 768 5.260

2B 508 845 5.070

3B 476 795 4.680

4B 579 965 5.460

5.120 +165

PL 5B 461 768 6.950

6B 478 798 6.520

7B 462 768 5.370

8B 457 762 6.640

6.370 £190

Radioactivité dans la fraction lipides neutres (LN) (glycérides = FFA)

LN IA 5.340 34.900
2A 5.305 33.050
3A 4.350 30.700
4A 7.975 46.200

M = 36.200 +3.440

LN 5A 4.355 32.010
6A 5.550 46.750
7A 6.550 48.400
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8A 4.635 35.640

40. 700+4.065

LN IB 7.835 53.600
2B 7.165 43.000
3B 7.805 45.900
4B 8.220 46.500

47.250 £2.250

LN 5B 7.250 63.800
6B 8.690 69.300
7B 7.885 52.470
8B 9.815 83.050

67.155+6.140

Dosage chimique des phospholipides (PL) : liaisons esters
(3 ml des 10 ml de I’'extrait) donc a multiplier par 10/3.

Concentr. Concentr.  Concentration Concentr.
en mg en mg dans en mg/Gm en mg/Gm
dans 3 ml I’échantillon (tripalmitine) (lécithine)
X 1,13 X 1,13
PL IA 4,00 1,333 8,74 25,1
2A 4,30 1,433 8,92 25,6
3A 3,92 1,310 9,23 26,5
4A 3,60 1,20 6,93 19,9
M = 8,45 24,3
PL 5A 3,30 1.10 7,33 8,27 23,8
6A 3,30 1,10 8,39 9,46 27,2
7A 2,89 1,30 8,72 9,84 28,2
8A 3,08 1,03 7,20 8,12 23,3
8,92 25,6
PL IB 4,66 1,55 10,60 30,4
2B 3,60 1,20 7,20 20,7
3B 4,22 1,41 8,30 23,8
4B 4,82 1,61 9,10 26,1

8,80 25,3
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PL 5B 3,06 1,02 8,17 9,21 26,5
6B 3,18 1,06 7,69 8,69 24,9

7B 3,96 1,32 8,15 9,20 26,4

8B 2,72 0,91 7,00 7,90 22,7
8,75 25,2

non estérifiés du muscle. Ces expériences ont toutes été effectuées sur
des hémidiaphragmes provenant d’animaux nourris, incubés dans un
milieu contenant du glucose.

Quatorze expériences portant sur 7 animaux normaux et 7 animaux
néphrotiques avaient pour but d’étudier I'influence de la composition
des chylomicrons introduits dans le milieu d’incubation sur I'incor-
poration du palmitate marqué qu’ils contiennent, dans les mémes frac-
tions lipidiques du diaphragme.

Un troisieme groupe constitué par 7 animaux normaux et 7 animaux
néphrotiques a été étudié en vue d’explorer l'influence de I'état de
nutrition des animaux, préalablement au préléevement, sur l'incorpora-
tion du palmitate des chylomicrons dans les diverses fractions lipidiques.

Enfin, dans une quatrieme série (8 rats normaux et 8 rats néphro-
tiques), nous avons testé I'influence de I'addition de glucose au milieu
d’incubation sur I'incorporation des chylomicrons.

A. Influence du temps d’incubation

La figure 2 montre l'incorporation dans les lipides neutres (cpm/g
de tissu) pour différents temps d’incubation allant de 10 a 105 minutes
en milieu glucosé (10“* M).

La figure 2 montre aussi les pourcentages de radioactivité contenus
dans les mono-, les di- et les triglycérides et dans les acides gras non
estérifiés.

On constate que la prolongation du temps d’incubation accroit
I'incorporation du traceur des chylomicrons dans le tissu musculaire
aussi bien chez le rat normal que chez le rat néphrotique. Toutefois, si
le diaphragme normal incorpore a un rythme rapide pendant les 20 pre-
miéres minutes, la vitesse d’incorporation diminue ensuite avec le
temps. Au contraire, la quantité incorporée par le diaphragme néphro-
tique croit presque linéairement dans les limites de temps étudiées.

La répartition de la radioactivité dans les tri-, les di-, les monogly-
cérides et les acides gras non estérifiés ne permet de déceler aucune
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INCORPORATION DU APRES INCUBATION EN PRESENCE DE CHYLOMICRONS

PALMITATE- 1 -CI'i
I'1 | Normaux

|2 J Néphrotiques

. Triglycérides

150.000-
I:‘ Di"* Mono-glycérides
ACTIVITE
en cpm/g FFA
de tissu
10 0.000-

10 20 45
Durée de l'incubation/minutes

Fig. 2. Evolution de I'incorporation du palmitate-I-Ci* des chylomicrons en
fonction du temps.
Répartition de la radioactivité dans les différentes fractions lipidiques a
I’exclusion des phospholipides.

différence significative entre les diaphragmes normaux et néphrotiques.
Entre 45 et 105 minutes, se manifeste entre diaphragmes normaux et
néphrotiques une différence en ce qui concerne I'incorporation du
provenant des chylomicrons. Ce phénomeéne ne peut étre attribué a une
différence de captation puisqu’il ne s’observe pas pendant les 20 premiéres
minutes d’incubation. Mais il se pourrait qu’a mesure que l'incubation
se prolonge, les chylomicrons incorporés, ou mieux les glycérides qu’ils
contiennent, étant hydrolysés, les acides gras ainsi formés soient oxydés
ou libérés dans le milieu humoral ou encore réutilisés pour la synthese
des glycérides en présence d’une quantité adéquate de substrat glycéro-
phosphate. Une telle réutilisation pourrait étre plus grande chez le rat
néphrotique en raison d’'une moindre utilisation des acides gras pour
les besoins énergétiques.
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B. InfFluence de la composition du milieu d’incubation

Le tableau XXVI montre l'influence de la composition des chylo-
microns introduits dans le milieu d’incubation sur la vitesse de captation
du tissu pendant les 10 premiéres minutes. Les animaux en expérience
sont a jeun et le milieu d’incubation contient du glucose (10~ M).

Le premier échantillon de chylomicrons renferme 91,4 % de la
radioactivité dans les triglycérides, 3,6 % dans les diglycérides, 1,7 %
dans les monoglycérides et 3,2 % dans les FFA. Le second échantillon
est en partie hydrolysé, 39,8 % seulement de la radioactivité se retrouvent
dans la fraction triglycéridique ; par contre, 32,4 % sont dans les FFA,
20,6 % dans les diglycérides et 7,3 % dans les monoglycérides. Ces
pourcentages ne se modifient pas dans le milieu au cours de I'incubation
de 10 minutes en présence de tissu:. 93,1 % contre 91,4 % pour les
triglycérides dans I’échantillon le plus riche ; 40,1 % contre 39,8 %
dans I’échantillon le plus pauvre en triglycérides.

L’incorporation totale n’est pas différente entre muscles néphro-
tiques et muscles normaux, que les chylomicrons introduits dans le
milieu soient ou non partiellement hydrolysés.

Par contre, l'incorporation totale par gramme de muscle est plus
élevée en présence de chylomicrons partiellement hydrolysés qu’en
présence de chylomicrons intacts. Le rapport est de 4 : 1 pour le muscle
normal (55,845 cpm contre 14.110), de 3 : 1 pour le muscle néphrotique
(53.610 contre 18.870 cpm/g). Il est normal qu’il en soit ainsi puisque,
en présence de I’échantillon partiellement hydrolysé, le milieu contient
avant toute incubation une quantité importante d’acides gras libres
(32,4 %). Or, l'incorporation du palmitate est normalement beaucoup
plus marquée que celle des glycérides (voir chapitre 1).

l.e pourcentage de radioactivité incorporée dans les acides gras du
muscle est largement supérieur a celui mesuré dans le milieu (fig. 3).
Il en est ainsi pour le muscle néphrotique comme pour le muscle normal
que les chylomicrons soient primitivement intacts ou partiellement
hydrolysés au moment d’étre introduits dans le milieu. Ce phénomeéne
ne peut traduire que leur hydrolyse ultérieure dans le tissu. En présence
de chylomicrons intacts, cette hydrolyse est un peu plus marquée dans
les diaphragmes néphrotiques que dans les diaphragmes normaux. En
présence de chylomicrons partiellement hydrolysés, la différence entre
muscles néphrotiques et muscles normaux se manifeste beaucoup plus
nettement. Le processus d’hydrolyse tissulaire y est notamment beau-
coup plus marqué que dans le diaphragme normal. Ainsi en atteste
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EFFET DE LA COMPOSITION DU MILIEU

NORMAL NEPHROTIQUE
Chylomicrons intacts
milieu tissu milieu tissu
777777 IT777 )
JG 11.103 ‘TG 14,103
TG 176.103| v/// TG 17.1qg3
FFA 0,5.103[ )
’ lioN/\/F-™ 2,103 0,6.103 TT-t
e 10.103// T/ TP/4-103
\//111111711.

Chylomicrons hydrolyses

TTTT7 V3777 A
TG 13 103 .
TG 23.103 TG 22.103 JG 7.103
FFA 18 ,103 FFA 17,6.1031
58.103/ _ \FFA 36.108 55. , JFFA 39.103
- VI

Fig. 3. Effet de la composition des chylomicrons du milieu offert au tissu.
A titre de schématisation, seules les valeurs correspondant aux triglycérides
et aux FFA ont été notées tant pour le milieu que pour le tissu. Les chiffres
indiqués a la limite milieu/tissu comprennent en plus, les di- et monogly-
cérides.

entre autres la réduction significative de la radioactivité de la fraction
triglycéridique au bénéfice de celle fixée dans la fraction des mono-
glycérides.

C. Influence de I'état de nutrition du rat

Dans le tableau XXVII sont exprimés les résultats de 4 groupes
d’expériences mettant en évidence l’effet de I’état de nutrition préalable
du rat sur l'incorporation des chylomicrons. Les diaphragmes de 6 rats
normaux et de 6 rats néphrotiques ont été étudiés en présence de chylo-
microns intacts : 3 rats normaux et 3 rats néphrotiques étaient a jeun
depuis 22 heures au moment du prélévement, les autres étaient nourris
normalement pendant la période précédant I’expérience. Seize diaphrag-
mes (8 normaux et 8 néphrotiques) ont été mis en présence de chylo-
microns partiellement hydrolysés (4 animaux dans chaque catégorie ont
été tenus a jeun, les 4 autres étant nourris normalement). Le temps
d’incubation des diaphragmes dans le milieu était de 10 minutes.

En présence de chylomicrons contenant plus de 90 % de triglycérides,
les diaphragmes des animaux a jeln, tant néphrotiques que normaux.



Type
de

glycé-
rides

Tri-

glycé-
rides

glycé-
rides

TABLEAU XXVI

Effet de la composition des chylomicrons du milieu sur I'incorporation tissulaire
(10 minutes d’incubation — rats a jen — glucose 10“*M dans le milieu)

% de
radioactivité
dans
différentes
fractions des
chylomicrons

91,4

3,6

Chylomicrons intacts

Incorporation CPM/g

de tissu
Rats Rats

normaux  néphrotiques

10.795 11.550

13.365 14.360

10.000 17.350

11.385 14.420

+1.245 +1.647

AN 7
NS

550 650

680 810

510 975

% des fractions

dans tissu
Nor- Néphto-
maux tiques
80,7 1A,(,
4,1 4,2

Chylomicrons partiellement hydrolysés

% de Incorporation CPM/g % des fractions
radioactivité de tissu dans tissu
dans
différentes
fractions des Rats Rats Nor- Néphro-
chylomicrons normaux néphrotiques maux tiques
10.000 4.870
14.200 4.690
39,8 11.550 9.420 24,2 11,9
18.410 7.790
13.540 6.690
+1.860 +1.144
N\ 7
P < 0,01
6.770 3.340
5.225 3.220
20,6 4.250 6.440 8,9 8,2
3.680 5.330
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* Les valeurs réelles mesurées ont été corrigées de maniére a rendre égale la radioactivité totale introduite dans le milieu pour les
2 groupes d’expériences (1.000.000 CPM/2 ml du flacon).
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TABLEAU XXViII

Effet de I’état de nutrition du rat sur I'incorporation des chylomicrons
(CPM/g de tissu)

Rats normaux Rats néphrotiques
Chylomicrons intacts Chylomicrons hydrolysés Chylomicrons intacts < hylomicrons hydrolysés
A jeun ' Nourris A jeun | Nourris A jeln | Nourris A jelin Nourris
Triglycérides
10.795* 6.950 10.000 15.450 11.550 7.850 4.870 14.450
13.365 *x 7.400 14.200 16.750 14.360 9.160 4.690 18.360
O© oo 80 8.415 |73,9] 18.410 124,2 13.840 |37.,6 17.350 fTiT6] 10.000 foM] 9.420 |11,9 12.290 |21,2]|
11.550 13.125 7.790 13.430

11.385 7.590 13.540 14.790 14.420 9.000 6.690 14.630
1124 +530 +1.837 +829 +1.705 +612 +1.158 +1.329
AN 7 N\ 7 AN 7 AN 7

0,02 > P = 0,01 NS 0,05 > P > 0,025 0,005 = P = 0,0025

D iglycérides

550 380 6.770 4.745 650 469 3.340 7.460

680 400 5.225 5.140 810 550 3.220 9.480

510 455 4.250 1M] 4.410 |T2T| 975 595 [4n 5.339 |8,2| 14.140 |16,6]

3.680 4.660 6.440 15.460

580 410 4.980 4.740 810 538 4.580 11.635

+60 +30 +675 +152 +96 +37 +794 +1.904
AN 7 AN 7 AN AN

IN /M- XTO A AC ~ A w A AAC A A4 N~ A N A AAC
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93
115
86

1.965
2.435
1.820 [TVTI

2.073
+225

NS

(*) Les valeurs réelles mesurées ont été corrigées de maniere a rendre égale

2.360
1.825

0 1.475 |IT|
1.285

1.735
+235
AN

2.070 26.360

2.205 30.455

2.510 \22j\ 48.530 |63,8]
37.450

2.260 35.700
+157 +5.000
7 N\

0,01 = P = 0,005

1.350
1.460
1.420
1.500

1.430
+32
v
NS

|IT6]

Acides gras non estérifiés

16.880
18.290
18.470
19.475

18.280
+536
7

|46,6]

toutes les expériences (1.000.000 CPM/2 ml du flacon).
**) Exprimé en % de radioactivité (encadré).

124 139
155 162
176 IMTs] 176
152 159
+15 +11
AN 7
NS
3.170 3.060
3.950 3.580

4.760 |20,5 3.890

3.960
+460

3.510
+242

NS

la radioactivité totale introduite dans le milieu pour

126,7|

5.020
4.830
5.955
4.920

5.180
+262

34.530
33.220
47.465
39.220

38.625
+3.213
AN

[70:4]

2.660
3.380
6.800
7.425

5.065
+1.183

NS

34.765
44.170
35.690
39.040

38.415
+2.127

7
NS

155.4]
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contiennent davantage de radioactivité que ceux des animaux nourris
pendant la période précédant I’expérience (fig. 4). La différence d’activité
résulte essentiellement d’un moindre marquage des triglycérides chez
les animaux nourris. En pourcentage, on observe une réduction de la
radioactivité dans la fraction triglycérides et une augmentation de celle-ci
dans les acides gras.

En présence de chylomicrons ne contenant que 40 % de triglycérides,
la radioactivité incorporée est beaucoup plus marquée qu’en présence
de chylomicrons intacts dans toutes les fractions a I’exception des
triglycérides, que les animaux soient a jeun ou nourris, néphrotiques ou
normaux (fig. 4). Cependant, chez les animaux normaux l'incorporation
dans les acides gras est relativement diminuée par I'apport alimentaire
préalable au prélevement. C’est ainsi que 46,6 % de la radioactivité se
retrouvent dans les acides gras des animaux nourris, contre 63,8 %
dans les diaphragmes d’animaux a jeun. Il en résulte une augmentation
relative de la radioactivité incorporée dans les triglycérides chez les
animaux nourris (37,6 % contre 24,2 % a jeun). Chez les animaux néphro-
tiques, la comparaison entre animaux a jeun et animaux nourris fait
ressortir une incorporation accrue (en valeur absolue et en pourcentage)
sous l'effet des apports alimentaires mais il est a noter que chez le néphro-
tique a jeun l'incorporation dans les triglycérides était moindre que chez
I’animal normal. L’incorporation dans les monoglycérides n’est pas
modifiée par I'état de nutrition mais elle est beaucoup plus élevée chez
les néphrotiques que chez les normaux. Ce phénoméne témoigne égale-
ment d’une accentuation du processus d’hydrolyse chez le rat néphro-
tigue. L’incorporation dans les diglycérides est augmentée par I'apport
alimentaire ; celle des acides gras Nn’est pas modifiée err valeur absolue
chez les animaux néphrotiques alors qu’elle était diminuée par la per-
sistance d’un apport alimentaire chez I’'animal normal.

Deux réactions se produisent quand des chylomicrons sont captés
par un tissu . la premiére est une hydrolyse enzymatique des triglycérides
gu’ils contiennent, aboutissant a la formation de glycérol et d’acides
gras libres non estérifiés (réaction probablement sous le contréle exclusif
de la lipoprotéine-lipase tissulaire) ; la seconde est une synthese effectuée
a partir des produits de cette hydrolyse (du moins a partir des acides gras
qui en résultent) ; elle tend, en présence de glycérophosphate, a la
formation de triglycérides.

L’alimentation des rats durant les heures qui précedent I’expérience,
de méme que l'addition de glucose au milieu d’incubation doivent
nécessairement favoriser le processus de synthése.



EXPERIENCES D’INCUBATION IN VITRO 123

EFFET DE L' ETAT DE NUTRITION

CHYLOMICRONS INTACTS

A JEUN NOURRI
Normaux
milieu tissu milieu tissu
7-m
TG 7,5.103
TG 9,4.1Q3
FFA 0,3.103
. FA 2.103
113311,
Néphrotiques
TG 17.103 TG 12.103
FFA 0,6.103 FFA 0,4.103
CHYLOMICRONS HYDROLYSES
A JEUN NOURRI
Normaux
171, 7
TG23.103 TG 13.103 16 16.103 JT& 15,103
FFA 18.103 #,('36_103 FFA 12.103 3 FFA 18.103
m/L
Néphrotiques
TTT. TTT7
TG 7.103 TG 14.103
TG 22.103 TG 30.103
FFA 18.103 FFA 22.103
, FFA 38.103 /7 FFA 38.10-'
Z/, 11111/

Fig. 4. Effet de I’état de nutrition sur I'incorporatoin des chylomicrons dans
le tissu.

Méme remarque que pour la figure 3.
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Or, I'expérience démontre qu’en présence de chylomicrons intacts :

1) la captation globale est plus faible chez les animaux nourris
(néphrotiques ou normaux) que chez les animaux a jeun ;

2) la fraction de la radioactivité incorporée dans les acides gras est
plus élevée chez les animaux nourris (normaux et néphrotiques)
gu’a jedn et le pourcentage d’incorporation dans les acides gras
tissulaires est plus élevé gu’il ne I'est dans le milieu d’incubation :
ceci témoigne indiscutablement d’une hydrolyse intense.

Dans les expériences utilisant des chylomicrons partiellement hydro-
lysés, I'état de nutrition fait apparaitre une différence de comportement
entre diaphragmes normaux et néphrotiques. Dans le muscle normal,
I'incorporation globale est moindre pour les diaphragmes provenant
d’animaux nourris que pour ceux prélevés chez des animaux a jedn.
L’incorporation dans les triglycérides est identique en valeur absolue
dans les deux groupes mais celle des FFA est beaucoup moindre chez
les animaux nourris. 1l en résulte une augmentation évidente du pour-
centage d’incorporation dans la fraction triglycéridique des animaux
nourris (37,6 % contre 24,2 %). Cette augmentation traduit un phéno-
mene de synthése se faisant aux dépens des acides gras produits par
I’hydrolyse. Dans le muscle néphrotique, la captation globale est plus
élevée lorsque le diaphragme provient d’animaux nourris que d’animaux
a jeun ; cet accroissement se fait au bénéfice des tri- et des diglycérides.
Ce phénomeéne traduit chez I’'animal nourri une réutilisation, plus mar-
quée chez le néphrotique que chez le normal, des acides gras en vue de
la syntheése des triglycérides. En comparant entre eux animaux néphro-
tigues et animaux normaux, on constate sous l’effet des apports alimen-
taires une incorporation accrue de la radioactivité en valeur absolue dans
la fraction triglycéridique chez I'animal néphrotique, accroissement qui
ne s’observait qu’en valeur relative chez I’'animal normal. Cette obser-
vation est a rapprocher de l'effet stimulant observé lorsque du glucose
était ajouté au milieu dans les expériences étudiant I'incorporation du
palmitate dans les triglycérides du diaphragme néphrotique.

D. Influence du glucose

Le tableau XXVIII montre I'effet de I'addition de glucose au milieu
d’incubation en présence de chylomicrons hydrolysés et en présence de
chylomicrons intacts. Dans le premier cas le temps d’incubation était
de 10 minutes, dans le second, de 105 minutes.

L’addition de glucose (10** M) diminue légérement la quantité de
radioactivité contenue dans les diaphragmes de rats normaux. Le
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phénomeéne est moins net en présence de chylomicrons partiellement
hydrolysés que de chylomicrons intacts. On n’observe par contre aucun
changement significatif dans la répartition de I’activité dans les fractions
lipidiques.

Dans les diaphragmes néphrotiques, I'addition de glucose au milieu
ne provoque qu’une légére augmentation de la radioactivité totale captée.
Cette augmentation est manifeste en présence de chylomicrons partiel-
lement hydrolysés et s’observe alors dans la fraction triglycéridique.
Pour les expériences effectuées en présence de chylomicrons intacts, le
glucose n’a qu’un effet non significatif sur I’activité totale captée et est
sans effet sur la répartition de cette radioactivité dans les différentes
fractions.

Les minimes différences observées entre rats normaux et rats néphro-
tiques, en ce qui concerne l'effet du glucose sur l'incorporation des
chylomicrons partiellement hydrolysés, pourraient correspondre au fait
que le glucose fournissant une quantité non négligeable de glycéro-
phosphate, favoriserait che2 le néphrotique une synthése des glycérides
aux dépens des acides gras libres disponibles.

Conclusions

Trois conclusions paraissent devoir étre tirées de ces observations
effectuées en présence de chylomicrons marqués dans leur palmitate.
1) La répartition de la radioactivité dans les différentes fractions lipi-

diques du diaphragme tant chez le rat normal que chez le rat néphro-

tique, est directement fonction de la répartition préalable de la radio-
activité dans les fractions lipidiques des chylomicrons offerts au tissu.

2) Deux phénomeénes interviennent et renforcent leurs effets respectifs
au cours du temps : le processus d’hydrolyse des chylomicrons et le
processus de resynthése des triglycérides a partir de certains produits
de cette hydrolyse.

3) D’une maniére générale les processus d’hydrolyse et de resynthéese
paraissent plus marqués dans le diaphragme néphrotique. L’influence
de I’état de nutrition préalable du rat et celle de I’addition du glucose
au milieu d’incubation apparaissent plus nettement dans le dia-
phragme des rats néphrotiques que chez les normaux.

3. En présence de glycérol

La mesure de l'incorporation de glycérol dans les phospholipides et
les glycérides a été effectuée apres 30 et apres 90 minutes d’incubation.



TABLEAU XXVIII

Effet de I’'addition de glucose (IO'*M) au milieu d’incubation sur I’'incorporation des chylomicrons

Rats normaux

Chylomicrons intacts

Incubation 105 minutes

0 glucose

100.800*
75.700
96.300 p73;9]
78.820

87.890
+5.950
AN

+ glucose

77.740
61.050
76.000 |73,3
66.140

70.430
+4.093
7

0,05 = P = 0,02

12.170
0 "AQ

7.420

Chylomicrons hydrolysés

Incubation 10 minutes

0 glucose

14.490
15.820
16.910
17.915

16.280
+731

7.120
7.770

s~

NS

+ glucose

Rats néphrotiques

Chylomicrons intacts

Incubation 105 minutes

0 glucose

Triglycérides

15.450
16.750
13.125 |37,6|
13.840

14.790
+829
7

107.280

135.120
90.260 [TO/T]
91.930

106.150
+10.380
AN

Diglyc érides

4.745
5.140

15.640
19.710

i glucose

156.060

110.290

105.190 |72,0
85.510

114.260
+14.850
7

NS

16.065
11.350

Chylomicrons hydrolysés

Incubation 10 minutes

0 glucose

15.100
9.710
o980 8
8.780

10.970
+1.409

0,1 =P

12.880
8.280

+ glucose

14.450
18.360
12.290 |21,2|
13.430

14.630

+1.329
7

> 0,05

7.460
9.480
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/.100 |/,£J Y —
5.860 8.450

\Oyn

8.590 7.875
+1.350 +849

AN 7
NS

1.900
1.490
5.750
4.960

8.770
6.590
4.400 |4,9|
3.620

5.840 3.525
+1.160 +1.085
N\ 7
NS

12.870
17.420
12.215 [14,9|
15.020

18.630
20.110
16.250
11.360

114.0]

16.600 14.380
+229 +1.170
AN 7
NS

3.900

5.620
+1.064

2.240
2.450
480
480

1.410
+541
AN

28.460
31.080
23.320
25.190

27.010
+1.730
AN

0,002 < P < 0,005

4.41U
4.660

4.740
+151

NS

e I AT LS |
7.250

12.430
+3.131

NS

Monogly cérides

1.350
1.460
1.420
1.500

[2/71

1.430
+32
7
NS

Acides

16.880
18.290
18.470
19.475

[53/~

18.280
+536
7

riences (1.000.000 CPM/2ml de flacon).
Encadré : exprimé en % de radioactivité.

6.500
8.185
2.580 [3T3]
2.630

13

4.975
+1.414

AN
NS

gras non estérifiés

19.250
35.350
19.950 |17,7|
31.550

46,6

26.590
+4.075

AN
NS

11.0UU |/ ,0l1
19.440

12.110
+1.419
v

14.340
10.140
4.970 [i;!
4.040

8.370
+2.377
7

26.160
22.550
23.830
23.240

115,1]

23.945
+789
7

4.960

7.980
+1.754

8.240
5.300

3.540 [8™1

3.015

5.020
+1.176
AN

45.700
29.390

37.760 |61,0

32.270

36.280
+3.602

AN

(*) Toutes les valeurs ont été corrigées de maniére a rendre égale la radioactivité totale introduite dans le milieu

Z,y! 14

14U 1 10,0]
15.460

11.635
+1.884

Ve
NS

2.660
3.380
6.800 A ™
7.425

5.065
+1.185

NS

34.765
44.170
35.690 [55,41
39.040

38.415
+2.121

7
NS

pour toutes les expé-
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Le choix de deux temps différents devait permettre de voir si la prolon-
gation de I'expérience allait ou non faire apparaitre une différence entre
diaphragme de rats normaux et de rats néphrotiques (différence qui
pourrait n’étre pas bien décelée aprés 30 minutes d’incubation). Ces
expériences ont été effectuées dans un milieu sans glucose. Dans une
autre série, lI'incorporation de glycérol-I-CM™ a été étudiée en milieu
glucosé mais aprés 90 minutes seulement.

Le tableau XXIX montre la quantité de glycérol (en millimicro-
moles par gramme de tissu) incorporée dans les glycérides. On constate
gu’en I'absence de glucose, aprés 30 minutes d’incubation, 6 millimicro-
moles de glycérol sont incorporés par gramme de tissu ; il n’y a pas
de différence entre diaphragmes normaux et néphrotiques. L’incor-
poration est deux fois et demie plus importante aprés 90 minutes pour
les diaphragmes normaux ; elle est a peine plus faible (1,9 fois) pour les
diaphragmes néphrotiques. La différence n’est pas significative.

L’addition de glucose au milieu d’incubation ne modifie pas I'incor-
poration dans les glycérides de diaphragmes normaux mais la diminue
significativement pour les diaphragmes néphrotiques. Ce phénomeéne
pourrait résulter de trois causes :

1) ou bien la transformation du glycérol en glycérophosphate utili-
sable pour la synthese des glycérides est en partie inhibée chez le
rat néphrotique : cette hypothése est toutefois peu vraisemblable
puisque, dans un milieu non enrichi en glucose, I'incorporation
est analogue pour les diaphragmes normaux et néphrotiques ;

2) ou bien I'inhibition de I'incorporation du glycérol en présence de
glucose résulte chez le rat néphrotique d’'une compétition entre le
glycérol marqué et le glycérophosphate formé a partir du glucose,
ce dernier, constituant le substrat naturel de cette synthése, étant
utilisé préférentiellement ;

3) ou bien la diminution d’incorporation de glycérol-I-C"M résulte
seulement de la dilution du glycérophosphate marqué par le glycé-
rophosphate froid provenant de la transformation du glucose. Cet
effet de dilution serait plus apparent chez le rat néphrotique que
chez le normal s’il existait chez le premier une déficience préalable
en substrat glycérophosphate.

Dans le tableau XXX sont données les activités spécifiques des
glycérides en cpm/mg de glycéride. Ces activités spécifiques sont au
moins deux fois plus élevées pour les diaphragmes néphrotiques que pour
les normaux. Ce phénomeéene peut entierement s’expliqguer comme nous



TABLEAU XXIX

Incorporation de glycérol-I-Ci** dans les glycérides
(millimicromoles par gramme de tissu humide)

Milieu d’incubation sans glucose

30 minutes

normaux néphrotiques

Série du 9-11-63
5,70 6,30
(pool 2rats) (pool 2 rats)

6,50 6,40
(pool 2 rats) (pool 2 rats)

4,80 7,90

M =580 M = 6,70
+0,31 +0,31
K =25

\ /

NS

90 minutes
normaux

néphrotiques

Série du 28-10-63

13,5 15,5
12,8 18,0
10,1 8,0
14,6 14,6
13,3(%) 7.5
10,8 10,4
13,9 6,0
14,9 6.8

Série du 20-5-64
17,1 16,0

(pool 2 rats) (pool 2 rats)

15.9 16,2

(pool 2 rats) (pool 2 rats)

Série du 2-6-64
17,6 14,3
16.9 (pool 3 rats)

(pool 2 rats)

M=147 M =128
+0,6 +1,0
«=15
\ /
NS

Milieu d’incubation
avec glucose

90 minutes

normaux

néphrotiques

Série du 9-11-63

12,6 10,2
13.7 7,7
15,9 12,0

Série du 13-11-63
16.3 10,9
(pool 3 rats) (pool 3 rats)

Série du 25-3-64
14,6 6,3
(pool 2 rats) (pool 2 rats)

Série du 20-5-64

12.8 9,7
(pool 2rats) (pool 2 rats)
14,5 12,0

(pool 2rats) (pool 2rats)

Série du 2-6-64
17.4 10,8
16,2 (pool 3 rats)

(pool 2 rats)

M = 15,0 M = 10,0
+0.,4 +0,3
n =15

Série du 23-10-64
13,5 7,8
(pool 10 rats) (pool 20 rats)

M.G. 8,8
« = 35

M.G.14,4
« =25

~__ Ve

P < 0,01
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TABLEAU XXX

Activité spécifigue CPM/mg de glycéride

(glycérol-I-Ct™)

Milieu d’incubation sans glucose

30 minutes

normaux néphrotiques

Série du 9-11-63

865 3.900
(pool 2rats) (pool 2 rats)

805 3.410
(pool 2 rats) (pool 2rats)

687 3.100
M = 805 M = 3.540
+32 +156
n=S-S
AN 7
P < 0,001

90 minutes
normaux

néphrotiques

Série du 28-10-63

2.075 3.370
1.960 3.780
2.050 2.110
1.560 6.030
2.240 2.860
1.650 4.160
2.280 3.520
2.120 4.200

Série du 20-5-64
2.450 4.440
(pool 2 rats) (pool 2 rats)

4.460
(pool 2 rats)

2.640
(pool 2 rats)

Série du 2-6-64
2.330 7.720
(pool 3 rats)
2.550
(pool 2 rats)

M =2.240 M = 4.700
+87 +460
n= 15

AN Ve

P < 0,001

Milieu d’incubation
avec glucose
(10-2M)

90 minutes

normaux

néphrotiques

Série du 9-11-63

2.265 4.300
1.550 4.160
1.590 5.610

Série du 13-11-63
1.760 3.480
(pool 3rats) (pool 3 rats)

Série du 20-5-64

2.360 2.610
(pool 2rats) (pool 2 rats)
1.580 3.060
(pool 2rats) (pool 2 rats)

Série du 2-6-64
1.975 5.360
(pool 3 rats)
3.160
(pool 2 rats)

N -2.120 N1-4.000
+160 +450
« = 13

AN v

P < 0,001
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I’avons vu pour l'incorporation du palmitate, par la différence signifi-
cative observée entre les taux de glycérides des diaphragmes normaux
et néphrotiques.

Dans le tableau XXXI est étudié le taux d’incorporation du glycérol
dans les phospholipides. Il est exprimé en millimicromoles par gramme
de tissu. Il n’y a pas de différence d’incorporation entre diaphragmes
normaux et néphrotiques, en I'absence de glucose dans le milieu, tant
apres 90 gqu’apres 30 minutes d’incubation. Par contre, aprés 90 minutes,
I'incorporation est 2,5 fois plus importante pour les muscles normaux et
2,8 fois plus grande pour les muscles néphrotiques qu’aprés 30 minutes.
En milieu glucosé, on constate une incorporation plus faible du glycérol
dans les phospholipides des diaphragmes néphrotiques que dans ceux
des normaux. Le phénoméne avait été observé pour la fraction glycéri-
dique des muscles avec une beaucoup plus grande netteté que pour les
phospholipides. L’interprétation des deux observations est sans doute
la méme.

Le tableau XXXII donne les activités spécifiqgues (cpm/mg) des
phospholipides dans ces expériences.

Le tableau XXXIIlI montre les taux d’incorporation du glycérol
dans les différentes fractions glycéridiques : mono-, di- et triglycérides.
lls sont exprimés en pourcentage de l'incorporation mesurée dans les
glycérides totaux. Aucune différence n’apparait dans la répartition de la
radioactivité entre les fractions glycéridiques des diaphragmes normaux
et néphrotiques en lI'absence de glucose. En milieu glucosé, l'incorpo-
ration dans les trois fractions n’est pas modifi€ée pour les diaphragmes
normaux. Au contraire, de petites différences, mais significatives, appa-
raissent chez2 les néphrotiques ; la fraction des monoglycérides est signi-
ficativement plus élevée que chez les normaux, cela aux dépens de la
fraction triglycéridique.

Cette différence observée par la technique de séparation en couche
mince ne se retrouve pas lors de la séparation des trois fractions sur
colonne d’acide silicique selon la méthode de Barron et Hanahan (ta-
bleau XXXI1V). La chromatographie sur couche mince surestime habi-
tuellement le pourcentage de radioactivité fixée aux monoglycérides tout
en ne modifiant pas celui lié a la fraction des diglycérides. Pour cette
raison, NOUS N’avons pas Cru pouvoir retenir cette observation et en
tirer une quelconque conclusion.



TABLEAU XXXI

Incorporation de glycérol-I-CN'* dans les phospholipides
(millimicromoles par gramme de tissu humide)

Milieu d’incubation sans glucose

Milieu d’incubation
avec glucose

(10-2 M)
30 minutes 90 minutes 90 minutes
normaux néphrotiques normaux néphrotiques normaux néphrotiques

Série du 9-11-63

Série du 28-10-63

Série du 9-11-63

9,5 6,5
3,5 3,3 7,8 10,5 7,9 6,4
(pool 2rats) (pool2rats) 10,3 12,1 4,9 4,9
8,4 6,8
3.0 37 7.4 7.2 Série du 13-11-63
(pool 2rats) (pool 2 rats) 5,5 7,3 11,4 14,0
6,9 6.6 (pool 2rats) (pool 2 rats)
5,6 6,1 5.8 9,0 10.0 9.6
7,0 79 (pool 2rats) (pool2rats)
iM = 3,7 M = 4,0 8,4 6,7
+0,48 +0,53 Série du 20-5-64 (pool 2rats)  (pool 2 rats)
n =25
N Ve 9,0 17.3 Série du 25-3-64
(pool 2rats) (pool 2 rats) .7 6.6
NS (pool 2rats) (pool 2 rats)
12,4 17,9
(pool 2rats) (pool 2 rats) Série du 20-5-64
12,6 10,4
Série du 2-6-64 (pool 2rats) (pool 2rats)
7,9 7,9
10,1 10,0
(pool 3 rats) Série du 2-6-64
13,3 10,9 8,0
14,0 (pool 3 rats)

(pool 2 rats)

(pool 2 rats)

M=092 M=11,2
+0,60 +1,10 =00 =85
n =15 +0,54 +0,63
N P n = \I
NS Série du 23-10-64

7,3 57
(pool 10 rats) (pool 20 rats)

M.G. 9,0
« = 27

M.G. 7,0
« = 37



TABLEAU XXXII

Activité spécifique CPM/mg de phospholipide

(glycérol-I-Ci™)

Milieu d’incubation sans glucose

30 minutes

normaux

Série du 9-11-63

253 215
(pool 2rats) (pool 2rats)

201 226
(pool 2rats) (pool 2 rats)

200 188
M = 222 M = 214
+13 +7
n=25
AN 7
NS

néphrotiques

90 minutes

normaux

Série du 28-10-63

418 568
453 366
296 394
314 488
554 655
401 383
373 355
380 425

Série du 20-5-64

551
(pool 2rats)

843
(pool 2 rats)

655
(pool 2 rats)

962
(pool 2 rats)

Série du 2-6-64

488
(pool 2 rats)

589
(pool 3 rats)

631
M = 491 M = 599
+32 +55
n == 15
N 7

0,05 = P = 0,025

néphrotiques

Milieu d’incubation avec
glucose (10"~ Al)

90 minutes

normaux

néphrotiques

Série du 9-11-63

258 254
321 188
296 216

Série du 13-11-63

530 693
(pool 2rats) (pool2rats)
707 561
(pool 2rats) (pool 2 ats)
491 436

(pool 2rats) (pool 2rats)

Série du 20-5-64

808 362
(pool 2rats) (pool 2 rats)
456 540

(pool 2rats) (pool 2 rats)

Série du 2-6-64
481 470
(pool 3 rats)
653
(pool 2 rats)

547 45 460 £40
n= 15
331 293
(pool 10 rats) (pool 20 rats)

M = 460 Al = 364
AN 7

0,01 <P < 0,05



TABLEAU XXXIII

Incorporation de glycérol-I-Ci* dans le muscle
(en %) (technique de la couche mince)

Milieu d’incubation
sans glucose

Normaux

3.4
(pool 2 rats)
4,6
(pool 2 rats)
Mono-

glycérides
55
(pool 2 rats)
3,3

4,3+0,37

16,6
(pool 2 rats)
13,3
(pool 2 rats)
Di-

glycérides
23,7
17,3
(pool 2 rats)

16,9+1,3

80,1
(pool 2 rats)
82,1
(pool 2 rats)
Tri-

glycérides
73,0
77,2
(pool 2rats)

78,8+1,23

Néphrotiques Normaux

Série du 20-5-64

7,1 3,3
(pool 2 rats) (pool 2 rats)
3,3 4,3

(pool 2 rats) (pool 2 rats)

Série du 2-6-64

4,4 2,4
(pool 3 rats) (pool 2 rats)
9,2
4,9+0,61 -4,2+0,89

Série du 20-5-64

18,7 14,2
(pool 2rats) (pool 2rats)
16,9 14,0

(pool 2 rats) (pool 2 rats)

Série du 2-6-64
12,2

19,7
(pool 2 rats)

21,4
(pool 3rats)

19,3+0,78 15,4+1,13

Série du 20-5-64

74.0 82,5
(pool 2 rats) (pool 2 rats)
82.0 81,8

(pool 2 rats) (pool 2 rats)
Série du 2-6-64

74,3
(pool 3rats)

81,5
78,0
(pool 2 rats)

76,4x1,44 80,9+0,75

Milieu d’incubation avec
glucose (10 M)

Néphrotiques

10,1
(pool 2 rats)

8,3
(pool 2 rats)

8,0
(pool 3 rats)

8,7+0,37

17,5
(pool 2 rats)
23,0
(pool 2 rats)

18,7
(pool 3 rats)

19,6+0,9

72,4
(pool 2 rats)
68,6
(pool 2 rats)

73,3
(pool 3 rats)

71,7+0,81
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TABLEAU XXXIV

Expériences d’incorporation du glycérol-I-C™* dans le muscle

Séparation de la radioactivité de trois fractions glycériques
(par la technique de séparation sur colonne d’acide silicique)

(en %)
Normaux (10 rats) Néphrotiques (20 rats)
Tri. 80.5 % 82,9 %
Di. 18.5 % 15,4 %
Mono. 1.32% 2,0%0

Pourcentage de trois fractions glycéridiques
(en esters de tripalmitine)

Normaux Néphrotiques
Tri. 83,0 % 77,6 %
Di. 10,4 % 12,7 %
Mono. 6,2 % 9,9 %

4. En présence de glucose

Dans des expériences préalables non reprises dans cette étude nous
avions observé . que la quantité de radioactivité incorporée dans les
glycérides et les phospholipides du tissu musculaire était inversément
proportionnelle a la concentration du milieu d’incubation en glucose.
Le rapport radioactivité incorporée/concentration de glucose du milieu
était le plus élevé a la concentration de 1 gmole par flacon contenant 3 mil.
C’est cette concentration qui a été choisie pour les expériences ulté-
rieures. Nous avions aussi noté que la radioactivité se retrouvait inté-
gralement dans la fraction glycérol des phospholipides et des triglycé-
rides et qu’elle était pratiquement nulle dans les FFA (couche mince de
Silicagel).
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Dix hémidiaphragmes de rats normaux et 20 hémidiaphragmes de
rats néphrotiques ont été incubés séparément en présence de glucose-1-
C* (1 (xmole par flacon) pendant 90 minutes. La radioactivité du
a été déterminée dans les protéines séparées par précipitations et lavages
successifs (voir chapitre méthodes), dans les phospholipides apres deux
lavages par la technique de Folch. L’extrait glycéridique contenu dans
la phase chloroformique provenant de la premiére chromatographie sur
colonne d’acide silicique (selon Borgstrom) a été évaporé et repris dans
2 ml d’hexane. Cet échantillon a été versé sur une nouvelle colonne
d’acide silicique selon la méthode de Barron et Hanahan, la colonne
étant reliée a un manomeétre a mercure, de maniére a exercer sur elle une
pression d’azote de 12 a 28 cm de Hg. Les solvants suivants ont été
appliqués successivement ; hexane, benzene-hexane, éther 5 % dans
hexane, éther 15 % dans hexane, éther 30 % dans hexane et éther 50 %
dans hexane et enfin éther éthylique pur. Des fractions de 15 ml sont
séparées a I’aide d’une fractionneuse.

La figure 5 montre la répartition de la radioactivité dans les différents
tubes lorsque I'extrait d’un pool de diaphragmes normaux et celui d’un
pool de diaphragmes néphrotiques sont soumis a ce fractionnement.
L’étude des courbes d’élution montre une similitude dans le délai d’appa-
rition des pics, dans leur localisation et dans leur amplitude. Le tableau
XXXV montre le pourcentage de la radioactivité dans les tri-, di- et
monoglycérides et le pourcentage en esters présent dans les 3 fractions.

Le tableau XXXVI montre la répartition de la radioactivité dans les
phospholipides, les protéines et les mono-, di- et triglycérides exprimée
en % de la quantité introduite dans le flacon ou dose (cpm/g/ dose).
Il n’existe aucune différence entre les valeurs obtenues pour le pool de
10 diaphragmes normaux et celui de 20 diaphragmes néphrotiques.
Dans les deux cas, le pourcentage de la dose incorporée dans toutes les
fractions investiguées est trés faible.

5. En présence de leucine (Tableaux XXXVII a XXXIX)

L’incubation en présence d’un acide aminé, la leucine-C"*(U), a été
effectuée pour 32 hémidiaphragmes de rats normaux et 32 hémidia-
phragmes de rats néphrotiques a jeln et pour 14 hémidiaphragmes de
rats normaux et 14 de rats néphrotiques nourris pendant la période
précédant I'’expérience. Dans chaque hémidiaphragme, on a mesuré la
radioactivité contenue dans les glycérides. La faible incorporation dans
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GLUCOSE-1 -C’*

Fig. 5 : Chromatographie sur colonne d’acide silicique, des lipides neutres
du diaphragme de rat

Les déterminations radio-actives sont faites sur un aliquot de chaque
tube du collecteur de fractions. Fraction 5% éther-hexane : triglycérides

Fraction 15% éther-hexane , diglycérides. Fraction 30% éther-hexane :
monoglycérides.

les lipides en général n’a pas rendu possible la répartition de la radio-
activité entre les divers types de glycérides. L’incorporation dans les
phospholipides n’a été pratiquée valablement que dans les derniéres
expériences car pour obtenir une valeur stable il a fallu pratiquer 3 lava-
ges de type Folch sur la phase méthanolique renfermant les phospho-
lipides. La mesure de la radioactivité dans d’autres constituants tissu-
laires que les lipides, notamment les protéines musculaires a été déter-
minée dans 15 expériences de rats a jeun et 12 expériences de rats
normaux.

Nous n’avons pas cru pouvoir parler de m|j,moles de leucine incor-
porés car, dans les fractions lipidiques notamment, il ne s’agit pas
d’incorporation de leucine mais bien de provenant de la trans-
formation métabolique de cette leucine.

La majeure partie de la radioactivité (en % de la dose) se retrouve
dans la fraction protéique (de 3 a 4 %). Que lI'animal ait été a jeun ou
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TABLEAU XXXV

Expériences d’incorporation du glucose-I-CN" dans le diaphragme incubé

Séparation de la radioactivité de trois fractions glycéridiques
(apres passage sur colonne d’acide silicique selon Barron et Hanahan)

(en %)
Rats normaux (10 rats) Rats néphrotiques (20 rats)
Tri. 80,8 81.5
Di. 17,7 16.6
Mono. 1,73 1,93

Pourcentage de trois fractions
(en esters de tripalmitine)

Rats normaux (Pool) Rats néphrotiques (Pool)
Tri. 86,0 83,1
Di. 9,6 10,6
Mono. 4,4 6,4

TABLEAU XXXVI

Incorporation de glucose-I-CN* en pourcentage de la dose

CPM/G
Dose
Tri- Di- Mono- Phospho-
glycérides glycérides glycérides lipides Protéines
Rats 0,170 0,037 0,004 0,038 0,64
normaux AN V4
(10 valeurs) 0,211
Rats 0,183 0,037 0,005 0,040 0,65
néphrotiques N /7

(20 valeurs) 0,225
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nourri, pendant les 20 heures qui précedent I’expérience, ne modifie
pas l'incorporation protéique (tableau XXXVII). De méme, le dia-
phragme néphrotique ne contient ni plus ni moins de radioactivité dans
les protéines que le diaphragme normal (3,49 contre 3,19 % chez les

animaux a jeun et 4,02 contre 3,43 % lorsque les diaphragmes provien-
nent d’animaux nourris). Le pourcentage de la dose de radioactivité

TABLEAU XXXVII

Incorporation du provenant de la leucine (U)Ci™ dans les protéines
.exprimés en cpm/g de tissu soit en % de la dose.

dose
Rats a jeun Rats nourris
Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques
Expérience du 14-8-63 Expérience du 8-12-63
3,48 2,15 3,53 3,20
2,69 2,80 2,75 1,96
2,46 2,41 3,09 4,82
3,12 2,91 2,86 4,42
3,37 3,13 3,31 3,95
3,00 2,35 3,13 2,60
2,56 2,08 4,87 3,62
. 3,10 3,79
Expérience du 27-1-64
365 259 Expéri du 27-1-64
3.13 3.12 xpérience du 27-1-
5,70 3,77
3,10 3,29 6.34 365
2,96 2,26 ’ ’
5,00 2,96
Expérience du 25-2-64 4,66 2,45
4,85 4,56
5,50 4,68 M.4,02+0,35 3,43+0,24
4,72 4,88 « = 12
3,88 4,69 AN 7
M. 3,49+0,23 3,19+0,17 NS

N «215 v

NS
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TABLEAU XXXVIII

Incorporation du provenant de la leucine (U)Ci" dans les glycérides

en cpm/g soit en % de la dose

dose
Rats a je(n Rats nourris
Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques

Série du 14-8-63 Série du 18-12-63
0,50 0,65 2,07 0,47
0,50 0,62 0,95 0,34
0,70 0,57 0,97 0,46
0,50 0,45 1,31 0,96
0,60 0,25 1,27 0,85
0,46 0,70 2,02 0,54
0,49 0,95 2,50 0,59

2,58 0,27

Série du 1-"-63
0,66 0,87 Série du 27-1-64
0,52 0,37 1,20 1.97
1,00 0,17 1,73 1,45
1,05 1,22 1,75 1,45
1,00 0,96 1,75 1,40
0,77 0,66

Série du 4-5-64

Série du 23-7-63 1,40 0,98
0,79 0,43 1,42 0,85
0,70 0,44
0,80 0,38 M. 1,63+0,14 0,90+0,16
0,67 0,57 n= 14
1,32 0,45 N 7
0,98 0,33
1,32 0,40 0,001 < P < 0,005
1,40 0,45

Série du 27-1-64
0,64 0,31
0,97 0,43
1,59 0,40

0,78 0,35
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TABLEAU XXXVIII (Suite)

Rats a jeln Rats nourris

Normaux Néphrotiques Normaux Néphrotiques

Série du 25-2-64

0,57 0,36
0,38 0,24
0,55 0,31
0,52 0,49

Série du 15-4-64

0,49 0,25
0,57 (pool 3 rats)
0,57
M.0,77+0,06 0,52+0,05
« = 32
AN 7

0,001 < P < 0,005

incorporée dans les phospholipides est trés faible et il n’a pas été possible
de noter une différence entre rats normaux et rats néphrotiques pour
les 12 hémidiaphragmes étudiés (tableau XXXIX). Par contre, une
différence significative d’incorporation existe pour les glycérides entre
rats a jeGn et rats nourris (tableau XXXVIII) aussi bien chez le rat
normal que chez le néphrotique ; il en existe également une entre rats
normaux et rats néphrotiques, aussi bien a jeun que chez les animaux
nourris.

La présence ou l'absence de glucose dans le milieu d’incubation n’a
eu aucun effet sur I'incorporation de la leucine dans le tissu. Ce fait
avait déja été mentionné par Kostyo (1959) pour l'incorporation de la
DL-leucine dans les protéines de diaphragmes de rats normaux.

Dans le diaphragme normal, l'incorporation de (provenant de
la leucine-C"™) dans les glycérides est plus faible chez I'animal a jedn
que chez le nourri. Quand I'animal est nourri, une quantité plus grande
d’acétyl CoA provenant de la transformation métabolique de la leucine
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TABLEAU XXXIX

Incorporation du C** provenant de la leucine (UICt"™ dans les phospholipides
cpm/g
en - soit en % de la dose

Rats normaux Rats néphrotiques

Série du 27-1-64

0,33 0,67
0,40 0,44
0,47 0,59
0,52 0,50

Série du 25-2-64

0,50 0,40
0,43 0,59
0,41 0,56
0,43 0,35

Série du 4-5-64

0,52 0,35
0,43 0,42
0,43 0,42
0,45 0,35
Moy. 0,44+0,02 0,48+0,04
N~ 7
N.S

peut étre disponible pour son utilisation vers la voie métabolique
lipidique. Chez le rat a jeun, une fraction plus importante peut étre
utilisée comme source d’énergie. Chez le rat néphrotique, la réduction
des sources d’énergie disponibles ou la conversion accrue vers les hydra-
tes de carbone pourrait expliquer I'incorporation plus faible dans les
glycérides par rapport au rat normal.



CHAPITRE 4

MESURE DE L’OXYDATION «IN VITRO »

1. Quantité de COg produite

Mode de détermination du qcoj

La description des fioles de Dixon-Keilin et la préparation des
milieux d’incubation a été faite dans le chapitre traitant des méthodes.

Aprés une période de thermoéquilibration de 15 minutes le niveau
du liquide dans les 2 branches du manometre est ramené a une valeur
de référence de 150 mm. Au temps 0 de I'expérience la dénivellation
est quasi nulle. Aprés 60 minutes d’incubation du tissu, on mesure une
dénivellation dans le bras ouvert du manometre. Celle-ci correspond a
la différence entre la quantité d’oxygéene consommé (qui est plus impor-
tante) et la quantité de CO:2 libérée. Quinze minutes aprés I’addition
d’HCI|l on mesure a nouveau la dénivellation du manomeétre, I’acide
ayant libéré le COg dissous dans la solution. On met ensuite la cupule
du robinet inférieur en contact avec I’'intérieur de la fiole afin de permettre
la captation du COg par la soude qui s’y trouve et on mesure la dénivel-
lation finale qui en résulte.

Calcul de constante de la Fiole | K

Suivant la formule de Umbreit (1957)

VAR av/
ou Ng = volume du gaz dans le flacon ;
T = température en degrés absolus ;
\// = volume du liquide dans la fiole ;
a = solubilité dans le liquide de réaction du gaz utilisé (pour le

CO2 = 0,567) ;
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Po = pression standard 760 mm Hg ou 10.000 mm de liquide de
Brodie.

Determination du QCOg

kx d = X
ou k = constante de la fiole ;
d = dénivellation entre le niveau lu aprés addition d’acide et le
niveau atteint aprés captation de tout le COg par la soude.
Le résultat X est exprimée en (xl.
La valeur transformée en [xmoles est donnée par la formule :

X
22,4 X 0,79

ou 22,4 est le facteur de transformation de (xI en jamoles ;

0,79 étant le facteur de correction pour la rétention d’acide dans le

milieu.

Le QCOg exprimé en pmoles doit étre multiplié par 20 pour I’obtenir
par gramme de tissu et par heure.

La quantité de CO2 (QCOj en pmoles/g X h) formé par le diaphragme
en présence de divers substrats a été déterminée chez 60 rats normaux,
69 rats néphrotiques et 16 rats isonourris.

Que le substrat soit du palmitate-I-C™* ou du glycérol-I-C™, le
QCO:s2 des diaphragmes de 22 rats normaux mis dans un milieu sans
glucose est égal a celui mesuré sur les diaphragmes de 22 rats néphro-
tiques (tableau XL). L’addition de glucose non marqué (a la concentra-

TABLEAU XL

QCO:2 ([imoles/g X heure) en présence de palmitate ou de glycérol
(& doses traceuses)

Rats normaux Rats néphrotiques

MILIEU SANS GLUCOSE

Série du 13-7-64
38,6 56,4
61,2
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TABLEAU XL (suite)

Rats normaux Rats néphrotiques
Série du 31-7-64
60,0 45,2
Série du 3-8-64
46,2 47,4

49,6 43,0

Série du 19-8-64

62,0 72,0
54,2 85,8
54,0 63,6

Série du 26-8-64
72,6 38,5
51,0

Série du 29-9-64

33,0 52,0
56,6 50,6
60,2 33,4

Série du 6-10-64

47,0 54,4
58,8 48,8
48,4

Série du 9-11-64

54,4 46,0
53,4 44,0
47,0 56,6
42,2

Série du 17-11-64

56,0 59,0
66,0 40,2
56,6 62,8
60,2 52,6
Moy. 54,1 2,0 52,3+2,5
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TABLEAU XL (suite)

Rats normaux Rats néphrotique

MILIEU AVEC GLUCOSE (10--2M)

Série du 22-6-64

58,0 54,2
65,6 47,2
66,0 56,4
56,2 65,2

Série du 24-6-64

55,0 55,7
40,2 47,2
47,0 46,5

Série du 26-6-64

53,4 60,2
54,6 46,4
63,6 45,2

Série du 30-6-64

64,2 52,2
57,6 58,4
44,2 48,5

Série du 21-8-64

53,0 64,0
54,2 30,0
50,0 37,6

56,0

Série du 24-8-64

54,2 63,6
58,8 56,0
49,8 54,0
62,0 68,0

Série du 26-8-64

84,0
65,4 49,4
Moy. 57,1 2,0 53,2+2,0
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tion IXIO“~*M) au milieu contenant déja le palmitate ou le glycérol
marqué est sans effet sur le dégagement du CO2 (22 rats normaux et
22 rats néphrotiques).

Lorsque le substrat est du glucose-I-C™ (a la concentration de
1,5 x 10~® Mole/flacon) (tableau XLI), le dégagement de CO2 est en
moyenne de 50,0 (j.moles/g/heure pour les diaphragmes de 16 rats
normaux et de 44,0 (imoles pour les diaphragmes de 25 rats néphro-
tiques. 1l est de 56,2 pmoles pour les diaphragmes de 16 rats isonourris.

L’analyse de la variance (tableau XLII) montre, lorsqu’on étudie les
QCO:2 des expériences pratiquées en présence de palmitate ou de glycérol
marqué, qu’on n’observe aucune différence significative, ni par I'effet de
la néphrose, ni par I’addition de glucose au milieu d’incubation.

Lorsqu’on compare les QCO:2 libérées par les diaphragmes des trois
groupes d’animaux (normaux, néphrotiques et isonourris), en présence
de glucose marqué (a doses tracantes), il existe une différence significative
entre les groupes (0,01 < P < 0,05) mais celle-ci ne se manifeste que
lorsqu’on compare les rats néphrotiques au groupe des rats isonourris
(P < 0,01) (tableau XL.III).

Le quotient respiratoire des diaphragmes en présence de palmitate
n’a pu étre valablement déterminé en raison de I'importance du dégage-
ment gazeux provenant de I’action de I’'HCI sur le milieu.

Dans les autres conditions expérimentales étudiées, c’est-a-dire en
présence de glycérol ou de glucose marqué, la mesure est possible. Les
valeurs obtenues sont de 0,74, 0,70 et 0,79 pour les diaphragmes nor-
maux selon les différents milieux expérimentaux (valeurs comparables a
celles fournies par Tuerkischer €t Wertheimer, 1948 ; Susheela et
George, 1963), et de 0,78, 0,77 et 0,75 pour les diaphragmes néphro-
tiques. Comme on le voit, I'addition de glucose a forte concentration
(10*r M) n’affecte pas significativement la valeur. Ces QR relativement
bas s’expliquent probablement comme l'ont suggéré Neptune, Sud-
DUTH, Fash et Foreman (1959) par une utilisation préférentielle des
acides gras lorsque le diaphragme respire « in vitro » sans insuline. Ces
moyennes suggérées ne sont pas significativement différentes entre
diaphragmes normaux et diaphragmes néphrotiques. Ces mesures mon-
trent toutefois une assez large dispersion, tant dans le groupe des témoins
que dans le groupe des néphrotiques (tableau XLIV).



TABLEAU XLlI

QCO2 en présence de glucose-I-C™

Rats normaux Rats néphrotiques Rats isonourris

Série du 2-5-64

45.6 44,6
51.6 67,2
52.6
Série du 2-7-64
44,0 31,8
40,6 71,4
Série du 6-7-64
49,8 52,2
66,6 40,2
42,2 38,2
57,0 56,2
Série du 8-7-64
44,2 37,8
75,6 57,6
70,0 54,4
44,0 36,4
Série du 22-6-65
31,2 68,8
24,0 86,0
29,0 63,4
53,0 44,0
37,4 36,0
Série du 28-6-65 Série du 28-6-
45,2 49,0
41,4 60,0
30,0 31,2
Série du 30-6-65
44,4 62,0
33,4 79,6
52,4 68,0
43,6 66,6
64,0
Série du 22-7-65
40,0 "45n,2
41,4 50,2
41,6 26,0
41,4
Moy. 50,0+3,4 44,0x2,3 56,2+4.,3

« = 16 « = 25 « = 16
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TABLEAU XLlII

QCO:2 en présence de palmitate et de glycérol

Sources
de variation

Glucose

Néphrose

Interaction

Erreur

Totale

Sources
de variation

Groupes
(NOR,
NEP, I1SO)

NOR/NEP,
ISO

NEP/ISO

Erreur

Totale

DL

84

87

QCO:2 en présence de glucose-I-Ct"*

DL

54

56

Carrés
S. carrés moyens
84,82 84,82
175,29 175,29
26,17 26,17
5.549 66,06

5.835,30

TABLEAU XLI1I1

S.
carrés

1.466

17

1.449

9.692

11.158

Carrés
moyens F
733 4.084
17 < 1
1.449 8,073
179,48

1,283

2,653

0,390

0,01 <P <

NS

< 0,01

149

NS

NS

NS

0,05
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TABLEAU XLIV

Quotient respiratoire des diaphragmes de rats normaux et néphrotiques

En présence de glycérol-I-Ci" En présence
de
Type glucose-I-Ct®
Milieu sans glucose Milieu avec glucose

0,74 0,70 0,79
Normaux +0,04 +0,03 +0,05
n =\ « = 14 « = 12
0,78 0,77 0,75
Néphrotiques +0,04 +0,05 +0,03
« = 10 « = 12 « =21

2. Oxydation du palmitate-I-C™*

Dans un milieu d’incubation ne contenant pas de glucose, les dia-
phragmes de 14 rats normaux oxydent une quantité importante du
palmitate marqué : en moyenne 146 mpmoles/g/heure, ce qui représente
19 % de la dose introduite dans le milieu (tableau XLV) ; les diaphrag-
mes de 14 rats néphrotiques en oxydent une quantité identique : 139
mpmoles, soit 18 % de la dose.

L’addition de glucose a forte concentration (1 x 10~* M) au milieu
d’incubation ne diminue pas de maniere importante la quantité de pal-
mitate oxydée par les diaphragmes de rats normaux (123 mpmoles
contre 146) mais elle diminue nettement la quantité oxydée par les
diaphragmes de rats néphrotiques (83 contre 139 mpmoles). Nous
n’avons donc pas pu montrer un effet d’épargne du glucose sur I’'oxyda-
tion du palmitate par les diaphragmes normaux. Cependant, un examen
plus détaillé des résultats du tableau XLV montre que des 10 valeurs
mesurées en milieu glucosé, I'une d’elles (221) s’écarte considérablement
de la moyenne des 9 autres (1124;10). La différence entre diaphragmes
normaux en présence ou en absence de glucose, serait significative si on
éliminait ce résultat aberrant. L’effet d’épargne existe donc probablement
aussi pour le diaphragme de rat normal mais est peu important.
SCHWARTZMAN €t Brown (1960) ont démontré sur des diaphragmes



TABLEAU XLV

Oxydation du palmitate-I-CN* en Ci*02 (*)
par les diaphragmes de rats normaux et néphrotiques
(en m(j.moles oxydés par gramme et par heure)

Milieu d’incubation Rats normaux Rats néphrotiques

Série du 13-7-64

159 136
164 139
176 143
Dépourvu Série du 31-7-64
121 135
173 126
de Série du 3-8-64
139 101
126 144
glucose Série du 12-8-64
148 136
122 133
188 170
147 159

Série du 19-8-64

127 148
108 164
141 118
Moy. 146 L6 139 +5
« = 14

Série du 21-8-64

147 90

Contenant 135 100
103 74

du 137 69

Série du 24-8-64

glucose 111 89
135 73

(10-2 M) 63 66
99 98

Série du 26-8-64

221 102

78 71

123 +14 83 5
« = 10

(*) Concentration du palmitate : 0,60 pmolcs/flacon.
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normaux que l'effet d’épargne n’est manifeste que lorsque la concen-
tration en glucose dépasse 200 mg/ml. Par contre, cet effet du glucose
est déja évident pour le diaphragme de rat néphrotique aux concentra-
tions utilisées dans nos expériences (180 mg/ml). L’effet de concentra-
tions plus basses N’a pas été étudié.

L’analyse de la variance (tableau XLVI1) montre, en effet, une diffé-
rence significative (0,05 > P = 0,01) entre rats normaux et néphro-
tiques ; elle devient hautement significative (P < 0,001) si I’on consi-
dere l'effet du glucose

3. Oxydation du glycérol-I-C™

Comme le montre le tableau XLVII, les fragments des diaphragmes
de 17 rats normaux oxydent une quantité appréciable de glycérol :
471 mpmoles/g/heure, soit en moyenne 6,55 % de la dose. L’importance
de cette oxydation témoigne de la présence d’une quantité non négli-
geable de glycérokinase dans le muscle. Holzer et Holldors (1957)
en avaient déja montré la présence dans ce tissu. La quantité de glycérol
oxydée par les diaphragmes de 17 rats néphrotiques n’est en moyenne
pas significativement différente de celle des rats normaux : 537 mpmoles
+28 ou 7,45 % de la dose.

TABLEAU XLVI

Oxydation du palmitate-1-C'»

Sources S. Carrés
de variation DL carrés moyens F P
Groupe
NOR/NEP 1 4.831 4.881 6,973 0,01 < P < 0,05
Glucose 1 18.190 18.190 25,986 < 0,001
Interaction 1 3.271 3.271 4,676 0,01 < P < 0,05
Erreur 44 30.777 699,5

Totale a7 57.119
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TABLEAU XLVII

Oxydation du glycérol-I-Ct® en Ct“02 (*)

par les diaphragmes normaux et néphrotiques

(en mpmoles oxydés par gramme de tissu et par heure)

Milieu d’incubation

Dépourvu

en

glucose

Rats normaux

351
250
269
347

372
428
434
532
378

722
731
545
428

592
576
447
608

471 138 (6,55 %)

616
548
405
476

Série du 29-9-64

Série du 6-10-64

Série du 9-11-64

Série du 17-11-64

« = 17

Série du 22-6-64

Rats néphrotiques

402
490
415
395

780
611
412
351
564

564
672
669
676

593
565
460
518

537+28 (7,45 %)

522
472
600
780

153



154 LE METABOLISME LIPIDIQUE DANS LE SYNDROME NEPHROTIQUE

TABLEAU XLVII (Suite)

Milieu d’incubation Rats normaux Rats néphrotiques
Contenant Série du 24-6-64
591 378
415 324
517 286
448
du Série du 26-6-64
436 430
358 578
233 346
glucose
526
(10-2 M) Série du 30-6-64
605 316
636 314
513 538
273 126
471 +-20 (6,55 %) 436+42 (6,06 %)
K = 15

(*) Concentration en glycérol : 7,2 fxmoles/flacon.

L’addition de glucose non marqué au milieu d’incubation
ne modifie pas la quantité oxydée par le diaphragme normal (471 et
471 mpimoles respectivement) ni celle oxydée par le diaphragme néphro-
tique (436 £42 contre 537 £28 m;i,moles). L’analyse de la variance
(tableau XLVII1) ne montre aucune diflFérence significative entre groupes
(rats normaux et néphrotiques), ni de différence amenée par la présence
de glucose dans le milieu.

4. Oxydation du glucose-I-CN™*

Le glucose comme le palmitate constitue naturellement un excellent
substrat pour l’oxydation. Le diaphragme de rat normalement nourri
oxyde en moyenne 367 mjxmoles de glucose par g/heure, ce qui repré-
sente 25 % de la dose (ou 4 fois plus que la quantité de glycérol oxydée
(tableau XLIX).
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TABLEAU XLVIII

Oxydation du glycéfol-1-Ci*

Sources S. Carrés
de variation DL carrés moyens F P

Groupes NORY/

NEP 1 5.494 5.494 0,289 NS
Glucose 1 41.112 41.112 2,168 NS
Interaction 1 41.367 41.367 2,182 NS
Erreur 60 1.137.411 18.956

Totale 63 1.225.384

Le diaphragme d’un rat isonourri oxyde une part encore plus impor-
tante de la dose : 32 % ou 485 mpmoles/g/heure. La quantité de glucose
oxydée par le diaphragme de rat néphrotique est de 481 m|j.moles/g/heure,
c’est-a-dire identique a celle des rats normaux isonourris.

L’analyse de la variance (tableau L) montre qu’il existe une diffé-
rence significative (0,02 > P = 0,01) entre rats normaux nourris ad
libitum, d’une part, et rats néphrotiques ou isonourris, d’autre part.
Par contre, aucune différence n’existe entre rats normaux isonourris et
rats néphrotiques. L’alimentation jouerait donc un réle primordial dans
I'importance de cette oxydation.

5. Rapport du COj marqué au COg total expiré

Le tableau LI permet de comparer les rapports entre le COg marqué
et le CO:2 total en fonction du substrat. 1l en résulte trois faits intéres-
sants :

1) L’addition de glucose au milieu diminue considérablement la part
du palmitate marqué intervenant dans la respiration du diaphragme
isolé prélevé chez le rat néphrotique (0,155 contre 0,243 %) (P < 0,01)
alors qu’elle est moins efficace chez le rat normal (0,262 % sans glucose
et 0,215 % avec glucose) (tableau XLI1 et LU).



TABLEAU XLIX

Oxydation du glucose-I-C** en Ci*02 (*)
par les diaphragmes normaux, néphrotiques et isonourris
(en mfrmoles oxydés par gramme de tissu et par heure)

Rats normaux Rats néphrotiques Rats isonourris

Série du 2-7-64

310 649
322 864
283 370

Série du 6-7-64

310 429
441 353
294 364
278 554

Série du 8-7-64

397 585
461 595
Série du 22-6-65
586 392
410 521
222 400
365 700
782
Série du 28-6-65 Série du 28-6-65
590 416
333 556
391 445
Série du 30-6-65
458 405
422 332
264 314
645 629

566
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TABLEAU XLIX (Suite)

Rats normaux Rats néphrotiques Rats isonourris

Série du 22-7- 65

350 640
466 481
504 500
346 471
Moy. 367 £27 481 +35 485 +28
« = 12 « = 22 « = 16
P <0,01 NS

(*) Concentration en glucose : 1,50 (rmole/flacon.

TABLEAU L

Oxydation de glucose-I-Ci"™*

Sources S. Carrés
de variation DL carrés moyens F P
Groupes 2 121.681 60.840 3,438 NS

NOR/NEP =+

ISON 1 121.497 121.497 6,866 0,01 < P < 0,02
NEP/ISON. 1 184 184 <1 NS
Erreur a7 831.632 17.694

Totale 49 953.313



TABLEAU LI

Ci-i0a/COa X 100 (*J*)

Palmitate Glycérol Glucose
sans glucose avec glucose sans glucose avec glucose
Normal 0,262\ NS 0,215\ 0,89\ NS 0,84\ 0,76+0,05\
+0,012 +0,022 +0,04 +0,035 (12)
NS
(8) (8) (13) 13)
Normal
« iso- NS
nourri » NS P < 0,01 0,83+0,05 7/
NS (14) \
P < 0,01
Néphro- 0,243/ 0,155/ 1,07/ 0,85/ 1,11 +0,07/
tique +0,014— - P < 0,01—+0,013 +0,048---0,001 < P < 0,01—=+0,034 (21)
® (8) 13) a3)

™) Ce rapport n’a été établi que chez les animaux pour lesquels on avait simultanément mesuré le QCO?2 et la quantité de glucose -I-C"*
oxydée.

(**) Valeurs =+ standards de la moyenne.

NS Statistiguement non significatif.

( ) Nombre de rats étudiés.

8GT
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Sources
de variation

NOR/NEP

Glucose

Interaction

Erreur

Totale

NOR/NEP

Glucose

Interaction

Erreur

Totale

Groupes

NEP/NOR + ISO

NOR/ISON.

Erreur

Totale

DL

28

31

48

51

44

46

TABLEAU LU

S.
carrés

Carrés
moyens

Palmitate-I-Ci'*

12.364

36.924

3.633

81.820

134.741

12.364

36.924

3.633

2.922

Glycérol-I-CN'*

1.270

2.396

950

24.997

29.613

1.270

2.396

950

520,77

Glucose-I-C'N*

11.516

11.234

278

27.128

38.644

5.758

11.234

278

616,54

Rapport CM02/C02 x 100

4,231

12,636

1,243

2,439

4,601

1,824

9,339

18,221

= 0,05

< 0,01

NS

NS

0,01 < P < 0,05

NS

< 0,01

< 0,01

NS
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2) Le méme effet s’observe en présence de glycérol marqué (tableau
LU). Ceci n’est pas étonnant si I'on se rappelle que le glucose est le
principal précurseur du glycérophosphate. L’effet du glucose a forte
concentration pourrait s’expliquer par une inhibition en sa présence de
la phosphorylation du glycérol, mais dans ce cas pourquoi cet effet se
limiterait-il au diaphragme néphrotique. Ne résulte-t-il pas plutdt d’'une
différence dans les pools disponibles de glycérophosphate, celuidu dia-
phragme néphrotique étant plus petit que celui du diaphragme normal.
L’effet de dilution du glycérophosphate marqué (venant du glycé-
rol-I-C'~*) par le glycérophosphate non marqué (provenant du glucose)
serait alors plus apparent pour le diaphragme provenant d’animaux
néphrotiques.

3) La participation, dans le processus respiratoire, du glucose
marqué introduit & dose tragante, est beaucoup plus importante chez le
rat néphrotique que chez le rat normal ou isonourri (*) (1,10 contre 0,76
et 0,83 % respectivement) (P < 0,01) (tableau LU).

(*) On remarquera dans le rapport que le numérateur (quantité de glucose
marqué oxydée) est identique et que toute la différence provient de la variation du
dénominateur (QCO2).



DEUXIEME PARTIE

EXPERIENCES IN VIVO



CHAPITRE !

IMPORTANCE DE L’ALIMENTATION
DIFFERENCE ENTRE RATS NORMAUX,
ISONOURRIS ET NEPHROTIQUES

T ~rabkin et Marsh (1955), bien que ne précisant pas la quantité de

nourriture consommée par leurs rats normaux et néphrotiques,
notaient que ces derniers « avaient un appétit excellent » et que « leur
polyphagie apparente restait inexpliquée ». Par contre, Gutman et
Shafrir (1963) observaient une réduction modérée de I’alimentation
chez les rats néphrotiques.

Dans nos expériences, l'ingestion alimentaire des rats néphrotiques
est nettement plus faible que celle des rats normaux : respectivement
12,5 g/jour contre 25 g/jour(*) (moyenne pour les 6 jours d’obser-
vation précédant I’expérience).

Les rats normaux « isonourris » recevaient chaque jour la méme
ration que celle consommée par les rats néphrotiques.

Si I’'on compare ces deux groupes d’animaux, on observe d’impor-
tantes différences :

1) La glycémie des rats isonourris est comparable a celle des rats
nourris ad libitum mais nettement supérieure a celle des rats néphrotiques.
Chez des rats a alimentation réduite, Haimi et Spirtos (1956) notaient
méme une glycémie a jeln plus élevée que celle des rats nourris ad
libitum.

2) La teneur du muscle en glycogene (avant toute incubation) des
rats isonourris est légérement supérieure a celle des rats normaux
(différence cependant non significative) mais beaucoup plus élevée que
celle des rats néphrotiques (P < 0,001) (voir H® partie, chapitre 2).

3) La teneur en glycogéne du foie est diminuée chez les rats néphro-
tiques (Marsh et Drabkin, 1955) ; elle est, par contre, nettement accrue

(*) Aliment « Protector «.
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chez les rats dont I'alimentation a été réduite (Halmi et Spirtos, 1956 ;
Tepperman et Tepperman, 1958 ; Stevenson, Feleki, Szlavko et
Beaton, 1964).

4) Lors d’études tissulaires in vitro (*), nous avions montré que les
diaphragmes des rats isonourris incorporaient la plus grande partie du
palmitate marqué présent dans le milieu dans la fraction triglycéridique
du tissu (83 % de la dose incorporée contre 55 % de celle-ci pour les
diaphragmes normaux et 33 % seulement pour les diaphragmes néphro-
tiques (voir P® partie, chapitre 3). Ce résultat traduisait au niveau du
tissu musculaire des animaux soumis a une restriction alimentaire une
lipogénése nettement accrue. La lipogénése du tissu adipeux in vitro est
également fortement augmentée chez les rats dont I’alimentation a été
donnée en 2 heures (sur les 24 h.) et consommant (comme nos rats
néphrotiques) la moitié de la ration journaliere normale (Stevenson,
Feleki, Szlvako €t Beaton, 1964).

5) Quoique les diaphragmes des rats isonourris (étudiés in vitro")
oxydassent la méme quantité de glucose marqué que les diaphragmes
provenant des animaux néphrotiques, leur rapport CMOg/COg était
identique a celui des diaphragmes provenant de rats normaux, nourris
ad libitum et nettement plus bas que celui observé chez les animaux
néphrotiques (voir I"® partie, chapitre 4). Ces animaux étaient métabo-
liguement « hyperactifs », numérateur et dénominateur du rapport évo-
luant parallelement ; le glucose intervient dans I’oxydation pour un
pourcentage comparable a celui observé sur le diaphragme normal.

En conclusion, méme si I'on admet le réle important de la réduction
de I'apport alimentaire chez le rat néphrotique, celle-ci ne peut en aucun
cas expliquer les différences métaboliques observées.

(*) Résultats non exposés dans le présent travail.



CHAPITRE 2

QUOTIENT RESPIRATOIRE ET METABOLISME BASAL
DES RATS NORMAUX ET NEPHROTIQUES

U COURS d’études antérieures, nous avions mesuré I'élimination de

CO:2 par la respiration chez le rat normal et chez le rat néphrotique.

Ce dernier se caractérise par une nette diminution du COz2 total expiré.

Une telle observation nous a conduit a déterminer le quotient respira-
toire (QR) et le métabolisme basal (MB) de I’animal in toto.

Le QR du rat néphrotique ne differe pas de celui du rat normal
placé dans les mémes conditions, que I'animal soit a jedn ou gu’il soit
nourri. Le fait que l'animal néphrotique s’alimente moins que le rat
normal ne retentit pas sur la valeur du QR. Le QR conserve aussi la
méme valeur chez un rat normal dont I'apport alimentaire a été réduit
a la consommation de I'animal néphrotique (rat « isonourri »).

Il n’en va pas de méme pour le MB. Celui-ci est réduit par le jedne
chez le rat normal (tableau LUI). Chez le rat néphrotique et chez le rat
normal « isonourri » la valeur du métabolisme basal est faible et compa-
rable a celle du rat normal a jeGn. La méme observation a été faite chez
des patients atteints de syndrome néphrotique (Recant, 1952 ; Ras-
MUSSEN, 1956).
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TABLEAU LUI

Métabolisme basal (MB) du rat normal, isonourri et néphrotique

Normal
A jcdn Nourri
40,7 42,2
44,8 54,3
40,7 66,4
46,8 65,8
46,7 66,0
46,9 52,6
49,2 59,5
71,6
34,0
a45,1il,2 56,9+4,7
Nl « =9
N\ 7
P < 0,01
AN

{*) NS = P > 0,05.

« in toto »
(en calories)

Isonourri

35,2
34,9
22,5
48,0
57,1
41,7
47,2
38,6

40,7x+3,6

« =8

Néphrotique

P < 0,01

A jeun Nourri
23,1 21\
38,9 41,6
53,2 51,3
31,7 20,2
33,5 32,7
22,2 42,6
33,8 52,0

38,9
33,1
33,8+4,0 37,7+3,5

« =17 « =9

AN 7
NS™)
7
NS
7
7



CHAPITRE 3

ETUDE DU METABOLISME OXYDATIF
DU RAT NEPHROTIQUE

Introduction

Les substances utilisées pour I'étude du métabolisme oxydatif ont été
le palmitate-I-C*, le glucose-I-C™, le glucose-6-C'* et le bicarbo-
nate-C*

Les processus expérimentaux, les méthodes de dosage chimique,
les mesures de radioactivité et les bases de I'analyse mathématique ont
été décrits au chapitre « Méthodes ». Tous les rats normaux et néphro-
tiques sont a jeun depuis 22 heures au moment ou I’on injecte le traceur.

1. Détermination de I'erreur sur les données expérimentales

Dans trois expériences, nous avons a 13 reprises prélevé 5 échan-
tillons pour mesure du COg et 5 échantillons pour mesure de la radio-
activité. L’erreur moyenne sur les déterminations du COg expiré était
de 1,15 %. L’erreur moyenne sur les mesures de radioactivité était de
2,52 %.

2. Détermination du COg éliminé par minute (débit mesuré)

Nous avons mesuré chez 23 rats normaux et chez 28 rats néphroti-
ques la quantité de CO:2 éliminée dans des temps compris entre 2 et
420 minutes. Nous donnons dans le tableau LIV les résultats de ces
mesures — exprimés en [xmoles/min — dans les expériences ou l'on a
injecté du palmitate ou du glucose marqués. La quantité de COz2 excrétée
est plus importante au début de I’expérience (5 premiéres minutes), en
raison de I'agitation du rat. Dans toutes les circonstances, les rats néphro-
tiques excrétent moins de COg que les rats normaux (en moyenne
109 [rmoles (23 déterminations) contre 153 fxmoles par minute (28 déter-



TABLEAU LIV

Quantités totales de CO:2 excrétées
(en (j.moles/minute)

Rats normaux Rats néphrotiques
Traceur
injecté Poids de I'animal CO2 Poids de I'animal CO2
en grammes (xmoles/minute en grammes (rmoles/minute
205 110 175 98
215 137 195 71
216 126 140 75
175 152 178 47
Palmitate- 185 187 183 47
I-Ci™* 195 136 171 91
190 133 182 30
200 148 185 106
215 161 195 80
180 176 175 60
197 £5 146:1-7 178+6 70+7
n 10 n — 10
165 167 180 115
185 167 165 142
168 139 205 125
160 154 180 81
Glucose- 160 126 200 104
1-C14 150 113 175 90
165 135 175 87
160 90
170 45
175 46
225 101
220 132
m=Sm 165+4 142 +7 186 +6 96 =8
n=17 n = 12
200 168 210 137
195 168 185 90
Glucose- 210 191 175 106
6-Ci* 230 162 160 86
190 193 185 130
175 180 170 118
OTifin 200 =8 176 +7 181 +7 111 +9
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minations) ; P < 0,001). Il faut remarquer toutefois que les groupes de
rats normaux laissent apparaitre entre eux des différences de débit impu-
tables en grande partie certainement aux différences de poids (voir
tableau LIV). On observera que les débits calculés d’apres I’élimination
du sontde 5 a 17 % plus bas (tableau LV) que les débits mesurés
par le dosage chimique du COg. Cette différence permet d’estimer la
précision des calculs basés sur des mesures de radioactivité.

3. Excrétion de aprés injection de palmitate-I-Cn*
a) Vitesse d’excrétion de par minute

La figure 6 montre les quantités de COg excrétées par minute,
exprimées en pour cent de la dose injectée. Comme on le voit, la quantité

Fig. 6. Vitesse d’excrétion du Ci*02 (en % de la dose injectée) en fonction
du temps.
Valeurs moyennes de 10 rats normaux et de 10 rats néphrotiques.
(T

I = erreur standard de la moyenne = —/;7-
n



Débit mesuré
Type de traceur Rats ®
(pmoles/min.)

Normaux 1767
Glucose-6-C™*

Néphrotiques 111+9

Normaux 142 +£7
Glucose-I-Ci4

Néphrotiques 96 +8

Normaux 146 +7
Palmitate-I-C*"

Néphrotiques 707

(*) A partir de rélimination du CO?2 non radioactif.

TABLEAU LV

Débit
calculé

161

92

124

80

138

60

**) A partir des courbes d’élimination du C"*02 (voir chap. : Méthodes).

Temps transit

moyen

en min.

203+15

284 +32

157+13

283 59

136 +20

379 45

Masse calculée

en
(rmoles

30,500

29.100

18 970

23.400

18.080

22.890

Excrétion

cumulative

en %

34.0

51,4

35,4

56,5

54,0

56,0

INOILOYHAIN IWOYANAS 37 SNVA INOIAIdIT IWSITOAVYLIW 31 0LT
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excrétée est tres réduite chez le rat néphrotique pendant les 30 premiéres
minutes suivant I'injection intraveineuse du traceur. Au dela de 150 mi-
nutes, au contraire, la quantité excrétée par le rat néphrotique est
constamment et significativement supérieure a celle observée chez le rat
normal.

b) Excrétion cumulative de

La figure 7 montre les courbes d’excrétion cumulative du
au cours du temps et les hmites de confiance. Dés la premiére récolte

Fig. 7. Excrétion cumulative de C*02 (en % de la dose injectée) en fonction
du temps.
Valeurs moyennes =+ erreur standard de la moyenne. L’extrapolation est
réalisée par I'ajustement au sens des moindres carrés (sans pondération)
d’une fonction ayant la forme générale

7 = 2 Ai(l —e-Mt) i=12
Rats normaux : y = 27.4(1L —— - f 26.6(1 —e“®-iu)
Rats néphrotiques : y = 36.2(1 ——— |- 19.76(1 —

Les lignes horizontales dans la partie supérieure droite de la figure repré-
sentent les plateaux obtenus aprés extrapolation des courbes.
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(5 minutes aprés l'injection) la courbe cumulative du rat néphrotique
se situe en dessous de celle du rat normal. La différence entre les 2 cour-
bes tend cependant a s’effacer aprés la 120® minute.

L’excrétion du apres l'injection de palmitate étant indubita-
blement retardée chez les rats néphrotiques, il importait de déterminer
si ce phénomene dépendait uniquement de la diminution globale du
métabolisme que nous avions constatée chez ceux-ci. Pour cela, il fallait
rapporter la quantité de CM02 formée au CO:2 total excrété, c’est-a-dire
calculer I'activité spécifique.

Cc) Activités spécifiques (CN*02/C02)

Le tableau LVI nous montre les activités spécifiques mesurées au
cours de 10 expériences chez des rats normaux et de 10 expériences
chez des rats néphrotiques. Les figures 8 et 9 montrent les courbes
moyennes des activités spécifiques. On note que le sommet de la courbe

RATS NORMAUX Palmitate-1-C*'*

Fig. 8. Activité spécifique (en cpml/jjimole de CO2) en fonction du temps
apreés injection de palmitate-I-C*"*.
X = valeurs expérimentales Tm = temps moyen de transit.
= valeurs calculées.
Ajustement de la courbe par 4 exponentielles.
Rats normaux : j = 11.95e -|- 44.7 +
132,le'5.85t_90.5e-x-"“**



TABLEAU LVI

Activité spécifiqgue du CM02 (CPM/ji.mole) aprés injection de palmitate-I-C™

Temps
en minutes 5 10 20 30 45 60 90 120
apres I'injection

Rats normaux

Rat 1 122 81 72 55 37 28 28 13,0
2 113 95 72 45 27 19 14 9,0

3 98 82 53 36 23 18 13 9,0

4 110 98 74 54 36 21 13 11,0

5 88 87 74 52 35 23 11 7,5

6 116 107 86 60 30 23 14 10,0

7 82 85 85 75 43 26 15 11,0

8 73 69 57 38 29 21 14 11,0

9 59 57 a7 31 22 17 11 8,8

10 82 72 54 36 25 20 10 7,4
Moyenne 94 83 67 48 31 22 14 9,8

=6 +7 T4 +4 +2 +1 +2 +0,6

N*“ des récoltes 1 2 3 4 5 6 1 8

150

7,0
6,5
8,0
6,8
5,6
7,1
7,6
7,8
6,4
51

6,8
+0,3

180

6,5
6,0
6,5
4,8
4,9
5,9
5,8
6,0
5,0
3,9

54
+0,3

10

240

5,5
4,3
5,3
4,0
3.3
4,2
4,2
4,5
3.8
3,1

4,2
+0,2

11

300

4,4
3,3
4,5
2,9
2,8
3,1
3,3
3,7
2,9
2,5

3,3
+0,2

12

360

3,5
2,5
3,5
2,8
2,4
3,0
2,9
2,9
2,6
1,8

2,8
+0,2

13

420

2,8
2,2
3,2
2,0
2,0
2,2
2,4
2,8
2,5
1,5

2,4
+0,2

14
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Temps
en minutes 5
aprés l'injection

78
84
65
37
58
62
68
102
84
152

Rat

© o N o o W N -

=
o

Moyenne 79

N° des récoltes 1

10

75
100
83
102
80
58
79
98
78
134

20

63
98
94
111
98
73
80
83
65
103

30

46
65
77
85
101
39
64
62
54
77

45

33
48
48
71
74
44
56
49
48
60

TABLEAU LVI (Suite)

60

Rats néphrotiques

23
42
36
61
65
35
50
25
36
60

90

15
18
25
44
52
30
47
24
28
45

33
+4

120

14
15
21
24
39
21
38
17
17
35

150

11,5
19
18
31
15
34
14
17
35

21

180

8,4
8,9
14,8
13
26
13
26
11
14,5
28

16

10

240

7,7

8,5

11,5
10,5
20

9,0
16

9,8
10,0
16

300

5,3
6,6
9,3
7,3
16
7,0
15
7,5
9,5
14

9,7
+1.2

12

360

4,9
5,3
7,0
5,5
14
5,5
12
5,2
8,1
10,5

8,4
+1,3

13

420

3,4
5,0
6,0
5,0
9,4
5,0

3,8
7,7
10,4

6,1
+0,8

14

A
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RATS NEPHROTIiaUES Patmitalp-I-CW

Fig. 9. Mémes commentaires que figure 8.
Rats néphrotiques .y — —m_ —m | S5& . 74
4 190.4 e"6-07* —220.4 e

est plus tardif chez le rat néphrotique que chez le rat normal et que
la courbe des néphrotiques s’inscrit nettement au-dessus de celle des
rats normaux a partir de la 20® minute.

d) Analyse mathématique des résultats

L’extrapolation des courbes d’excrétion cumulative jusqu’a I'atteinte
d’'un plateau (voir fig. 7) permet de déterminer mathématiquement le
pourcentage de l'isotope empruntant une voie d’oxydation relativement
rapide : il est de 54 % chez le rat normal et n’est guére différent chez le
rat néphrotique (56 %). Cependant, I'excrétion cumulative a la 420®
minute est de 52,8 % de la dose injectée chez le rat normal et de 41,5 %
chez le rat néphrotique : au moment ol nous terminons notre expé-
rience, le rat normal a déja éliminé 97 % du qui sera formé par
la voie d’oxydation relativement rapide tandis que le rat néphrotique
n’en a excrété que 73 %. Le pourcentage restant de la dose (différence
entre 54 et 100 %) ne s’éliminera que trés lentement (c’est-a-dire pen-
dant un temps infiniment long par rapport a la durée de lI'expérience)
par suite de la participation du traceur a des processus métaboliques
plus complexes (synthése glycéridique, phospholipidique...).
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Les courbes d’activité spécifique au cours du temps (fig. 8 et 9)
ont été ajustées au mieux par 4 exponentielles (voir Méthodes). La
correspondance entre les points expérimentaux et les points théoriques
donnés par I’'ajustement mathématique est alors excellente.

Le temps moyen de transit du palmitate-I-C" (chapitre Méthodes,
paragraphe 14), entre son injection intraveineuse et I'excrétion de
dans I'air expiré est de 131 minutes chez le rat normal et de 379 minutes
chez le rat néphrotique (tableau LV).

Le débit de CO2 calculé grace au traceur (chapitre Méthodes, para-
graphe 14) est, chez le rat normal, de 138 gmoles/minute et chez le rat
néphrotique de 60,4 (j.moles/minute, résultats trés comparables aux débits
mesurés (respectivement 146 et 70 pmoles/minute).

Les deux paramétres précédents (débit et temps de transit) permettent
de calculer la masse de COg concernée par les transformations métabo-
ligues rapides (voir Méthodes). Cette masse serait de 18.080 gmoles
chez le rat normal et de 22.890 jamoles chez le rat néphrotique (ta-
bleau LV).

En conclusion

Nos observations démontrent que le métabolisme du palmitate est
particulierement ralenti chez le rat néphrotique ; la faible vitesse d’excré-
tion du C™MOa aprés injection de palmitate marqué ne traduit pas seule-
ment la diminution globale du métabolisme, ainsi que le montre I'évo-
lution des courbes d’activité spécifique au cours du temps.

4. Excrétion de CMOg apres injection de glucose-I-C™* et
de glucose-6-Cin

Afin de mettre en évidence une altération éventuelle des processus
oxydatifs par la voie du cycle d’Embden-Meyerhoff ou par la voie du
shunt pentose-phosphate, I’excrétion de CMQOg a été étudiée en utilisant
comme traceurs le glucose marqué en C" d’'une part, celui marqué en
C® de l'autre.

La différence des vitesses d’excrétion du CMOg en présence de ces
2 traceurs permet en principe d’apprécier la fraction du glucose qui
s’oxyde selon chacune de ces voies métaboliques (Bioom et Stetten
1953).
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a) Vitesse d’excrétion par minute

Les figures 10 et 11 montrent I’évolution au cours du temps de la
quantité de €~~oz2 formée par minute (en % de la dose injectée) aprés
injection de glucose-I-C™ ou de glucose-6-C"M.

Chez le rat normal la vitesse d’excrétion du apres injection
de glucose-I-C™ est significativement plus élevée que celle obtenue aprés
injection de glucose-6-C™ dans les mesures effectuées 30 et 45 minutes
aprés l'injection. Aprés cette période les courbes suivent une évolution
strictement identique. Pour le rat néphrotique cette différence n’appa-
rait que plus tardivement ; elle est significative 60 et 75 minutes aprés
I'injection du traceur. Aprés cette période les deux courbes évoluent
identiquement.

RAT NORMAL

Fig. 10. Vitesse d’excrétion du Ci“02 (en % de la dose injectée) en fonction
du temps chez le rat normal.

Valeurs moyennes =+ erreur standard de la moyenne de 6 animaux (apres

injection de glucose-6-C'") et de 7 animaux (apres injection de glucose-I-C™").



178 LE METABOLISME LIPIDIQUE DANS LE SYNDROME NEPHROTIQUE

RAT NEPHROTIQUE

Fig. 11. Vitesse d’excrétion du Ci*02 (en % de la dose injectée) en fonction
du temps chez le rat néphrotique.
Valeurs moyennes #= Tm de 6 animaux (aprés glucose-6-C*") et de 12
animaux (apres glucose-I-C™).

La comparaison des figures 10 et 11 montre qu’aussi bien aprées
I'injection de glucose marqué en CIl ou en C6 la production de
est significativement plus élevée chez les rats néphrotiques que chez les
rats normaux a partir de la 120" minute ; ce phénomeéne persiste a la
420® minute, moment ou I’expérience est interrompue.

b) Pourcentages cumulatifs
1) Apres injection de glucose-6-C"*
L’étude du tableau LVII donnant pour chaque récolte l'activité

cumulative de de 6 rats normaux et de 6 rats néphrotiques et
celle de la figure 12 montrent que si les courbes moyennes sont diffé-



0,01
0,03
0,16
0,05
0,46
0,01

0,12
+0,03

15

0,5
1,2
2,6
0,9
2,1
0,5

1.3
+0,35

TABLEAU LVII

Pourcentage cumulatif de C7*’02 aprés injection de glucose-6-Ct”

30

2,5
3,3
4,7
2,5
4,6
1,8

3,2
+0,48

45

52
5,3
7,0
4,3
7,3
3,2

54
+0,65

60

8.8
8.4
9,6
5,9

10,8
5,7

8,2
+0,8

TEMPS DES RECOLTES

75

12,4
11,1
13,1
7,8
13,3
8,0

10,9
+1,0

90

120 150

Rats normaux

16,1
13,8
16,0
10,2
15,5
10,2

13,6
+1,1

21,8 25,8
18,3 21,8
19,7 23,6

13,7 16,7
20,0 23,1
14,6 17,5

18,0 21,4
+1.2 +1,5

Nombre des récoltes

180

28,0
24,3
25,7
19,3
25,5
20,2

23,8
+1.4

10

240

32,0
28,0
29,1
23,0
29,5
24,1

27,6
+1,4

11

300

34,7
30,2
31,6
25,4
31,8
26,8

30,1
+1,4

12

360

36,7
31,9
33,3
27,1
33,7
28,5

31,9
+1,4

13

420

38,0
33,3
34,9
28,7
35,5
30,0

33,5
+1,5

14
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1,37
0,3
0,07
0,09
0,1
0,3

0,37
+0,02

15

4.9
1,9
0,8
0,9
1,6
1,5

1,9
+0,7

30

10,0
6,9
2,7
2,8
4,1
3,8

51
+1,2

45

14,8
10,6
4,7
4,7
6,4
6,4

8,0
+1,6

60

17,3
13,3
6,7
6,7
9,1
9,2

10,4
+1,7

TABLEAU LVII (Suite)

TEMPS DES RECOLTES

75

Rats néphrotiques

19,7
15,8
8.4
8,9
12,0
11,8

12,8
+1.,8

Numeéro des récoltes

90

22,4
17,9
10,1
11,1
15,0
14.2

15,1
+1.5

120

27,8
21,9
13,9
16,0
20,5
19,7

20,0
+2,0

150

32,9
25,6
17,7
20,6
26,0
24,5

24,5
+2,1

180

37,3
28,9
21,2
24,1
30,7
28,4

28,4
+2.,3

10

240

43,5
34,2
26,7
29,8
37,1
34,0

34,2
+2.4

11

300

48,0
38,5
30,7
34,0
41,9
37,7

38,5
+2.,5

12

360

51,2
42,1
33,7
37,4
45,5
40,4

41,7
+2.,5

13

420

53,4
45,0
36,5
40,8
49,2
42,5

44,6
+2.4

14
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GLUCOSE-6-C'*

Fig. 12. Excrétion cumulative du C~02 (en % de la dose injectée) en fonction
du temps.
Valeurs moyennes =+ Xm. L’extrapolation est réalisée par I'ajustement au
sens des moindres carrés d’une fonction générale ayant la forme :

J = Ai( Ne-<) . i=1,2

La forme des courbes d’excrétion cumulative aprés injection de glucose
marqué en CIl ou en C6 nous a imposé de choisir A2 négatif.

Rats normaux : y = 49.96(1 ——— 1591 (1 —

Rats néphrotiques : j = 57.73 (1 — — 6.28(1 )

Les lignes horizontales dans le coin droit de la figure représentent les
plateaux obtenus apres extrapolation de la courbe.

rentes des la 50 minute il y a recoupement des limites de confiance
jusqu’a la 120®@ minute apres l'injection. Aprés cette période la quantité
de radioactivité éliminée sous forme de par le rat néphrotique
est constamment et significativement plus grande que celle excrétée par
le rat normal. Nous n’avons pas suivi nos animaux au dela de la 7® heure.



182 LE METABOLISME LIPIDIQUE DANS LE SYNDROME NEPHROTIQUE

GLUCOSE

Fig. 13, Mémes commentaires que figure 12 mais pour le glucose
Ratl normaux ; 7 = 48.13(1 ———  12.69(1
Rats néphrotiques | y = 72.63(1 —  16.1 (1 —

2) Apreés injection de glucose-1-67"

Le tableau LVI1JI et la figure 13 donnent les résultats des expériences
effectuées chez 7 rats normaux et 12 rats néphrotiques aprés injection
de glucose-I-CM. Les conclusions que l'on peut en tirer sont trés
comparables a celles déduites des expériences utilisant le glucose-6-C".
C’est également a partir de la 120® minute que l'activité cumulative du

en % de la dose injectée est significativement plus élevée chez
les rats néphrotiques que chez les témoins.

En présence de glucose marqué en Cl ou en C6 la dispersion des
résultats obtenus chez les rats néphrotiques est toujours double de celle
observée chez les rats normaux. Cela se congoit puisque tous les rats
néphrotiques ne sont pas également atteints. Les rats physiquement les



TABLEAU LVIII

Pourcentage cumulatif de C"*02 aprés injection de glucose-I-C'™*

TEMPS DES RECOLTES

5 15 30 45 60 75 90 120 150 180 240 300 360 420

Rats normaux

0.1 0.9 3,2 5,8 8,7 11.7 14,7 19,2 22,6 25,5 29,6 32,0 33,7 35,0
0,02 1,1 3,7 6,2 9,1 11,8 14,8 19,1 22,3 24,7 27,9 29,9 32,0 33,1
0,25 1,5 4,5 8,3 11,5 14,9 18,4 23,6 27,3 30,2 33,3 35,4 37,0 38,1
0,3 1,7 4,1 7,5 11,1 13,8 16,3 19,6 22,4 24,2 26,2 27,5 28,8 29,8
0,25 1,3 3,4 6,1 9,2 12,0 14,7 19,4 23,5 26,6 30,2 32,5 33,9 35,0
0,25 1,2 3,6 6,0 8.8 11,4 14,0 18,1 21,5 23,9 27,4 29,8 31,7 33,2
0,3 19 4,1 6,8 11.2 14,3 17,3 21,7 26,5 22,8 33,9 36,6 38,7 40,6
0,21 1.4 3.8 6,7 9,9 12,9 15,7 20,1 23,7 26,4 29,9 32,0 33,9 35,0

+0,03 *0,1 *0,2 0,3 +05 +0,5 0,6 0,7 0,9 *1,0 431 1,2 =*1,3 =+1,4

Numeéro des récoltes

1vd NAa d4ILVdAXO JFNSITOgVLIN



0,8
0.6
0,2
0,4
0,3
0,2
0,2
0,2
0,1
0,2
0,4
0,3

0,32
+0,06

15

6,5
4,8
1.4
1,8
1,1
1,1
2.3
1,7
0,9
1,6
1,9
1.6

2,2
+0,45

30

15,4
11,6
3,8
4.8
3,1
3,6
5,1
4,5
3.4
5,5
4,4
4,1

5,8
+1,1

45

22,7
16,2
6.6
7.1
6,0
6.4
8,5
7.4
6.6
8,7
6.8
7.0

9,2
+1.,4

60

27,5
21,1
9,8
9,8
8,0
8,5
11,5
10,3
9,1
11,6
10,1
10,1

12,3
+1,6

TABLEAU LVIII (Suite)

TEMPS DES RECOLTES

75

Rats néphrotiques

31,6
26,0
12,9
12,1
10,3
10,8
14,9
13,3
11,9
14,3
13,8
12,7

15,4
+1,9

Numeéro des récoltes

90

35,2
28,9
15,9
15,4
13,3
13,4
16,5
16,3
14,4
16,5
18,2
15,3

18,3
+1,9

120

42.4
345
21,8
20,3
19,1
17,9
20,6
21,6
18,6
20,2
25,6
20,7

23,7
+2,1

150

48,2
40,2
27,2
24,8
23,6
22,3
24,7
26,9
21,7
23,1
31,5
25,3

28,3
+2.,3

180

53.6
45,0
31,3
28,7
28,1
25,9
28,0
31,4
24,9
25,4
36,6
28,9

32,3
+2.,5

10

240

61,4
52,8
37,6
36,4
34,7
32,0
33,5
37,4
29,0
29,9
44,6
34,8

38,7
+2.8

11

300

65,7
57,3
43,9
41,8
39,0
36,9
38,0
41,9
32,9
32,9
50,6
39,5

43,4
+2.8

12

360

68,9
60,5
a7,7
46,3
42,4
40,7
42,1
45,1
34,9
35,6
55,6
43,2

47,0
+2.,9

13

420

71,4
63,4
50,8
49,8
45,3
44,1
455
48,1

38,2
59,5
46,2

51,1
+3,0

14
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plus néphrotiques (ascite, infiltration dermique...) sont ceux dont les
valeurs s’écartent le plus de la normale.

c) Activités spécifiques
1) A-pres injection de glucose-(>-C"*

Le tableau LIX donne pour chaque récolte et pour chaque animal
I’activité spécifique du et leurs moyennes calculées pour les
rats néphrotiques et pour les rats normaux. Dés la 5@ minute (1>¢ récolte)
ces valeurs sont plus élevées chez les animaux néphrotiques.

Chaque courbe d’activité spécifique chez le rat normal montre un
seul sommet apparaissant selon I’expérience entre 60 et 90 minutes
apres l'injection intraveineuse du traceur. Toutes les courbes d’activité
spécifique des rats néphrotiques montrent un premier sommet entre 30
et 60 minutes, soit plus précocement que chez les rats normaux et un
second sommet aux environs de la 120® minute. Ce deuxiéme sommet
représente bien un phénomeéne biologique car on observe une augmen-
tation significative (P < 0,05) de I'activité spécifique entre la 90® et la
120® minute. La figure 14 démontre clairement I’existence des deux

GLUCOSE - 6 -

Fig. 14. Activité spécifique (cpm/[imole de CO2) en fonction du temps de 6
rats normaux et de 6 rats néphrotiques | erreur standard de la moyenne.



1,4
0,5
0,5
0,1
0,5
0,2

0,5
+0,05

15

14,1
6,5
16,0
9,1
7,7
4,0

9,6
+1,9

TABLEAU LIX

Activité spécifique du C”02 (CPAl/[jimole) aprés injection de glucose-6-C'*

30

15,9
10,5
17,5
11,2
13,5
13,0

13,6

+1,05

45

18,4
14,5
18,2
15,8
18,1
20,1

17,5

+0,85

60

18,8
14,4
19,0
19,1
20,3
22,4

19,0
+1,0

TEMPS DES RECOLTES

75

16,5
14,6
16,8
21,0
20,6
22,4

18,6

+1,15

90

Rats normaux

15,4
15,5
14,4
16,2
20,9
22,3

17,5

+1,35

Numéro des récoltes

120

15,0
15,2
14,3
15,4
17,1
19,0

16,0

+0,85

150

10,6
13,7
11,3
10,8
13,9
13,1

12,2
+0,6

180

8,4
10,7
7,7
9,3
9,4
11,4

9,5
+0,6

10

240

6,8
8,1
6,8
6,9
7,7
7,9

7,4
+0,3

11

300 360
4,9 3,3
5,6 4,0
4,7 3,5
5,0 3,5
5,0 3,5
5,7 4,2
5,2 3,7

+0.15 +0,1

12 13

420

3,0
3,2
3,3
3,0
3,0
3,2

3,1
+0,05

14
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TABLEAU LIX (Suite)

TEMPS DES RECOLTES

5 15 30 45 60 75 90 120 150 180 240 300 360 420

Rats néphrotiques

12,5 28,7 36,7 32,1 27,8 24,0 22,6 24,0 19,9 19,8 17,2 13,0 9,5 7,3
55 22,0 41,1 46,0 38,4 34,0 30,5 31,8 28,9 25,2 22,5 17,8 14,8 12,3
1,3 10,1 19,8 27,8 26,1 23,5 25,8 26,2 24,3 21,2 16,9 12,5 11.1 8,0
1,9 12,2 24.2 28,5 39,4 31,3 33,8 37,5 33,4 27,0 23,7 17,8 15,2 12,5
4,8 15,3 25,4 28,6 27,0 25,5 21,4 27,5 24,5 20,5 15,8 10,7 7,8 6,4
1,6 14,7 24,0 27,2 30,2 28,3 27,0 29,6 29,6 21,4 17,5 11,1 8,5 7,0
4,6 17,2 28,5 31,7 31,5 27,8 26,9 29,4 26,8 22,5 18.9 13,8 11,2 8,9

+1,7 *+2.,2 +3,3 +3,0 +1.,8 +1.8 +2.,0 +2,0 +2,0 +1,3 +1,3 +1,3 +1,25 +1,2

Numéro des récoltes

1vd NAa d4ILVAAXO INSIT0avVLIN
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sommets ; ceux-ci sont cependant Iégérement estompés sur la courbe
d’activité spécifigue moyenne parce que leur moment d’apparition se
présente a des temps différents d’un animal néphrotique a lI'autre. La figure
15 montre a titre exemplatif I’aspect de 4 courbes individuelles.

2) A.presinjection deglucose-\-C"*

Le tableau LX donne les activités spécifiqgues de CO2 pour toutes
les récoltes effectuées chez 7 rats normaux et 12 rats néphrotiques.
Comme dans les expériences avec le glucose-6-Ci® I'activité spécifique
moyenne est plus élevée chez le rat néphrotique dés la premiere récolte
mais la différence entre normaux et néphrotiques ne devient significative
gu’a partir de la 15® minute.

GLUCOSE -6-c™
........ Néphrotique
........ Normal

Fig. 15. Aspect de 8 courbes individuelles d’activité spécifique en fonction
du temps aprés injection de glucose-6-C'. (4 rats normaux et 4 rats
néphrotiques).



TABLEAU LX

Activité spécifique du (CPM/[imole) apres injection de glucose-I-CN™*

TEMPS DES RECOLTES

5 15 30 45 60 75 90 120 150 <o) 240 300 360 420

Rats normaux

2,7 13,2 22,0 26,6 28,6 26,5 23,5 19,5 14,4 11,6 8,0 5,0 3,5 2,5
2,6 11,7 19,7 25,5 23,2 241 22,2 17,5 14,0 10,6 7,0 4,5 4,4 2.4
55 18,3 28,3 33,0 36,5 36,4 30,1 26,9 20,4 14,2 7,8 5,0 4,2 2,6
4,3 14,5 21,5 27,4 37,4 24,3 20,3 16,4 12,7 8,6 4,8 3,9 3,0 2,6
4,9 16,3 30,8 40,4 35,6 33,0 31,0 29,0 21,0 15,5 10,2 6,1 3,9 3,1
6,6 17,3 28,9 34,5 30,3 32,8 28,7 27,4 21,6 14,0 10,7 7.2 5,0 4,3
6,0 17,3 29,5 40,3 36,1 31,2 28,3 22,8 21,5 16,5 10,3 6,3 5,0 4,3
4,6 15.6 25,8 32,5 32,5 29,8 26,3 22,8 17,9 13,0 8,4 5,4 4.2 3,1

+0.6 +0,95 +1,75 *+2.4 +1,6 +1,8 +1.6 +1,95 +1,5 +1,05 +0,8 +0,5 +0,25 +0,3

Numéro des récoltes

1vd NAa d4ILVAAXO INSITOaVLIN



19,6
9,3
3,1
3,0
5,8
3,0
5,6
54
3,1
6,3
6,1
1,8

6,4
+4,2

15

72,8
41,2
14,0
23,5
10,6
14,2
25,2
21,0
21,4
32,0
15,8
11,8

25,3
+5,0

30

87,7
52,5
24,7
29,1
20,5
27,9
40,8
37,1
49,6
66,4
26,9
20,5

41,2
+5,8

45

84,2
57,0
34,3
51,0
31,0
40,4
50,6
47,8
72,3
64,4
34,5
28,6

49,7
+4,6

60

60,2
46,0
34,3
44,3
31,0
34,3
40,6
42,2
55,6
58,5
32,0
26,4

43,8
+3,1

TABLEAU LX (Suite)

TEMPS DES RECOLTES

75

54,4
42,7
36,0
39,6
30,5
38,1
40,0
43,2
59,0
58,8
32,0
29,3

41,8
+2.8

90

120 150

Rats néphrotiques

46,5
40,0
31,0
45,0
33,7
34,5
34,5
43,0
55,0
53,0
37,3
27,6

42,6
+2,6

41,9 36,2
33,8 28,7
32,2 29,6
45,6 41,2
36,7 28,8
38,3 36,0
37,9 36,0
39,8 40,6
52,7 53,5
47,0 42,0
36,1 30,8
28,8 23,7
39,2 35,6
+1.9 +2.3

Numéro des récoltes

180

31,3
23,5
25,5
35,7
23,8
29,4
31,9
37,0
44,8
37,5
28,6
21,3

30,9
+2,0

10

240

24,9
19,3
19,2
32,5
23,7
28,1
26,3
26,5
29,7
36,4
26,1
17,2

25,8
+1,8

11

300

13,8
11,5
18,7
25,8
17,1
19,7
21,0
19,6
20,5
27,8
19,6
13,8

19,0
+1,5

12

360

10,4

8,5
10,8
21,4
13,3
15,5
16,8
13,4
15,8
23,8
14,5
10,3

14,5
+1,5

13

420

7,5
7,1
8,8
15,6
13,3
13,3
12,4
11,1
11,6
21,6
11,0
8,6

11,8
+1,25

14
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Le sommet de la courbe d’activité spécifique des 7 rats normaux se
situe entre 45 et 60 minutes apres l'injection. Le premier sommet des
courbes de rats néphrotiques apparait plus précocement, soit entre 30
et 45 minutes. La courbe de décroissance est ensuite interrompue par
un accident (ou second sommet) situé entre 90 et 150 minutes, qui a été
observé chez 10 des 12 rats néphrotiques étudiés. La courbe d’activité
moyenne (fig. 16) estompe en partie cette perturbation qui est plus
apparente sur les courbes individuelles d’activité spécifique des rats
néphrotiques. A titre d’exemple, nous avons reproduit quatre de ces
courbes dans la figure 17.

En comparant les courbes d’activité spécifique des expériences de
glucose-I-C™ et de glucose-6-C™, on observe une activité toujours
supérieure pour le glucose marqué en CI aussi bien chez le rat néphro-
tique que chez le rat normal.

GLUCOSE - 1 -cW

Fig. 16. Activité spécifique (cpm/(imole de CO2) en fonction du temps de
7 rats normaux et de 12 rats néphrotiques.
Valeurs moyennes =+ erreur standard de la moyenne.
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GLUCOSE-1 -C'4
........ Néphrotique

Fig. 17. Aspect de 8 courbes individuelles d’activité spécifique apres injection
de glucose-I-C"* (4 rats normaux et 4 rats néphrotiques).

d) Analyse mathématique des résultats

Les courbes d’activité spécifique du glucose-6-Ci* ont été ajustées
par 2 exponentielles : celles du glucose-I-CM™ ont été ajustées par 2 ou
4 exponentielles (voir Méthodes). Les figures 18 a 21 montrent que la
concordance entre les points expérimentaux et les points théoriques
déterminés par I'ajustement mathématique est trées bonne aussi bien avec
deux qu’avec quatre exponentielles ; c’est pourquoi nous estimons que,
dans le cas du glucose, deux exponentielles suffisent a rendre compte
des résultats observés. La détermination mathématique a été faite en ne
tenant pas compte de I'existence de la perturbation (second sommet)
dans la courbe d’activité spécifique du rat néphrotique (tant pour le
glucose marqué en CIl qu’en C6). Les tentatives de simuler au calculateur
analogique une telle perturbation par un phénomene de recyclage ont
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RATS NORMAUX Glucose-6-C™*

Fig. 18. Activité spécifique du C''02 aprés injection de glucose-6-Ct".

Rats normaux : X = points expérimentaux
= points d’ajustement de la courbe par 2 exponen-
tielles ;
Y = 33.17e-*-«3t--37.52e~3-<i3T
Tm = temps de transit moyen.

RATS NEPHROTIQUES Glucose-6-CW
100J

Fig. 19. Mémes commentaires que figure 18 mais il s’agit ici de rats néphro-
tiques.

) — 40.50 — 46.55e“M M\



RATS NORMAUX Glucose

Fig. 20. Activité spécifique aprés injection de glucose-I-Ct™*.
Rats normaux ; ajustement de la courbe par 2 exponentielles
y = 59.94 e-»-"""* —65.64 e-s-oist
ou par 4 exponentielles (A= valeurs calculées par 4 exponentielles)
y = 52.37e-i-«5t | 30.82e-0-«i8t—35.84e-3-2'>* —52.43e-3-33i
Les 3 derniéres exponentielles n'ont pas de coefficients caractéristiques
significativement différents (3.29 et 3.31). Toute se passe comme si la

courbe n’était décomposable qu’en 3 exponentielles.

RATS NEPHROTIQUES Glucose

Fig. 21. Mémes commentaires que figure 20.
Rats néphrotiques : ajustement seulement par 2 exponentielles.

y = 60.8 e-“-35*—71.3 e-5-64t
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échoué. Par contre, I'addition pondérée de deux voies d’excrétion de
vitesses différentes peut trés facilement I’expliquer (fig. 22). Physiologi-
quement, ce second sommet chez le rat néphrotique pourrait corres-
pondre a un phénoméne d’addition de deux voies métaboliques d’oxy-
dation de vitesses différentes (fig. 22).
Apres injection deglucose-\-CN

La quantité de traceur éliminée par le rat normal en 420 minutes
est égale a 97 % de la quantité rapidement excrétable (obtenue par
extrapolation de la courbe cumulative) : cette quantité représente 35,4 %
de la dose ; la somme des fractions éliminées correspond donc a
0,97 X 35,4 %, soit 34,3 % de la dose injectée.

Chez le rat néphrotique, la quantité rapidement excrétable représente
56,5 % de la dose injectée ; apres 420 minutes, 88,8 % de cette quantité
ont été réellement éliminés, soit 50,2 % de la dose administrée.

Apres injection de glucose-6-CN*

L’extrapolation mathématique de la courbe d’excrétion cumulative
permet de calculer la quantité de glucose rapidement oxydée ; celle-ci
est égale a 34 % de la dose chez le rat normal et a 51,4 % chez le rat

néphrotique ; la quantité excrétée apres 420 minutes représente respec-
tivement 97 % de cette quantité chez le rat normal, soit 32,6 % de la

TEMPS

Fig. 22. lllustration d’un modeéle expliquant I’'aspect d’une courbe d’activité
spécifique a deux sommets par la participation de deux voies d’ex-
crétion différentes en quantités déterminées.

Les courbes ai, as, as, .. représentent les activités spécifigues dans les
différents compartiments de la chaine de transformation 1, 2, 3 ...
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dose et 86,3 % de la quantité chez le rat néphrotique, soit 44,3 % de
la dose. Il est donc indiscutable que la quantité de glucose oxydée est
beaucoup plus importante chez le rat néphrotique que chez le rat normal.

Le temps moyen de transit du glucose-I-C"* (1) (tableau LV) dans
I’organisme est de 153 minutes pour le rat normal et de 293 minutes
pour le rat néphrotique (en raison du caractére bifide de la courbe
d’activité spécifique). Le temps moyen de transit du glucose-fi-CN*
est de 190 minutes chez le rat normal et de 315 minutes chez le rat
néphrotique.

Le débit de CO2 calculé d’aprés I'élimination du C”M02 est Iégérement
inférieur au débit mesuré chimiquement mais évolue parallelement a ce
dernier (tableau LV). Il est de 124 (amoles/min. pour le glucose-I-C™
et de 161 [xmoles/min. pour le glucose-6-C' chez le rat normal ; chez
le rat néphrotique ces valeurs sont significativement plus basses (80 (imo-
les/min. pour le glucose marqué en CI et 92 [rmoles/min. pour le glucose
marqué en C6).

La masse calculée (temps moyen de transit x débit de CO:2 (ta-
bleau LV) pour le glucose-I-C™* est de 18.900 (imoles pour le rat
normal et de 23.400 [rmoles pour le rat néphrotique ; dans les expériences
utilisant le glucose-6-C™, elle est de 30.500 pimoles chez le rat normal
et de 29.100 (amoles chez le rat néphrotique.

La différence entre les masses calculées aprés injection de glu-
cose-I-C™ ou glucose-6-C™ s’explique par le nombre différent ou la
durée inégale des transformations biochimiques conduisant a I’élimi-
nation de COz2.

Comme c’est le cas pour le palmitate, une fraction du glucose a
pénétré dans des voies métaboliques beaucoup plus lentes (synthése des
acides aminés, du glycogene, des glycérides...) ; elle ne sera oxydée que
tardivement, ce qui expligue qu’un pourcentage important du traceur
n’est pas éliminé pendant les 24 premiéres heures de I’expérience.

5. Excrétion de 002 apres injection de bicarbonate-C*»

Les mesures d’activité spécifiqgue du Ci~(Q2 aprés injection intravei-
neuse de bicarbonate-C1 refletent exactement les activités spécifiques
du bicarbonate du sang et permettent d’en estimer le « pool » (Korn-
BERG €t Pricer, 1952 ; Van Bruggen, 1956 ;| Robinson €t Coxon,
1957 ; Coxon et Robinson, 1959).

L’élimination du Ci*02 dans l'air expiré est trés rapide apres l'injec-
tion (Shipley, Baker, Incefy €t Crark, 1959), c’est pourquoi il a paru
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nécessaire d’injecter les rats dans leur cage métabolique et d’augmenter
le nombre des récoltes précoces pour obtenir une courbe d’activité
spécifique plus précise.

Le tableau LXI montre les activités spécifiques du dans
7 expériences effectuées chez2 des rats normaux et dans 7 expériences
réalisées chez des rats néphrotiques.

Les figures 23 et 24 montrent les courbes d’activité spécifique
moyenne du rat normal et du rat néphrotique. La comparaison des
deux figures ne montre aucune différence significative entre les deux
courbes d’activité.

RATS NORMAUX

Fig. 23. Activité spécifigue du Ct*02 en fonction du temps aprés injection
de bicarbonate-Ct".
Rats normaux : . = points calculés ;
X = points expérimentaux.
Ajustement par 2 exponentielles.
y = 479.8 e-i->m + 3.734 = —.



Temps
en minutes
apres l'injection

Rat

Moyenne

Numeéro des récoltes

TABLEAU LXI

Activité spécifique du C"Oa (CPM/amole) aprés injection de bicarbonate-I-C'4

2 5 8 10 15 20 30 45 60 75 90 120

Rats normaux

1566 1377 725 405 482 332 354 331 230 167 133 93
2550 977 418 325 319 214 265 199 162 105 55 37
3917 1658 1025 691 629 374 341 234 143 106 96 58
3373 1700 1038 564 544 382 310 208 106 66 46 27
3619 1402 754 342 439 274 292 199 119 59 44 34
2392 1148 837 494 377 360 297 162 105 70 49 28
2174 1027 710 356 464 331 278 189 131 80 60 35
2513 1327 787 454 465 324 305 217 143 93 69 45
+341 +109 +80 +50 +38 +23 *12 21 +16 *14 *13 9

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

150

13
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lemps
en minutes
apres l’injection

Rat

~N oo A w N

Moyenne

Numeéro des récoltes

2895
3916
4802
2264
4929
2780
4177

3680

+389

1643
1588
1863
1052
2009
1982
2003

1734
+131

908
701
934

1030
1214
1227

961
+81

TABLEAU LXI (Suite)

10 15 20 30 45 60 75 90 120

Rats néphrotiques

396 622 448 247 280 219 145 98 88
542 749 341 300 207 114 80 75 66
619 584 408 322 278 231 156 115 76
444 569 515 344 246 152 106 77 45
535 524 322 258 223 119 98 65 54
752 779 423 406 304 205 114 77 a7
780 690 493 375 255 170 113 80 58
581 645 421 322 256 173 116 84 62

+55 +37 +27 *22 +13 18 *10 +6 +6

150

52
34
46
21
28
24
41

13
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RATS NEPHROTIQUES

Fig. 24. Mémes commentaires que figure 23.

Rats néphrotiques ; ajustement par 2 exponentielles.
>»> = 658.3 e-2U8t 6051 e-3“-'it

L’analyse mathématique des résultats a permis d’ajuster la courbe
par 2 exponentielles. La corrélation entre les points expérimentaux et
les points théoriques est trés bonne.

A la fin de I'expérience, soit 150 minutes apres l'injection, I’excrétion
cumulative atteint plus de 90 % de la dose injectée (soit la méme valeur
que I’excrétion calculée). Cela indique une participation rapide et directe
du bicarbonate a la formation du CO” expiré.

Le temps moyen de transit est de 32 minutes pour le rat normal et
de 32 minutes pour le rat néphrotique (différence non significative
P = 0,05). Il est Iégitime de soustraire le temps de transit du bicarbonate
du temps de transit de toute substance se trouvant en amont dans les
chaines métaboliques aboutissant a I’oxydation (par exemple le palmitate
et le glucose).
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Si on effectue cette opération sur les données calculées précédemment,
les écarts entre les temps de transit moyen obtenus chez les rats normaux
et chez les rats néphrotiques deviennent encore plus manifestes.

On peut donc conclure de ces expériences que les différences obser-
vées entre rats normaux et rats néphrotiques doivent étre dues a une
altération de métabolisme du glucose jusqu’a son stade bicarbonate et

non a une différence dans les transformations métaboliques du bicar-
bonate.



CHAPITRE 4

ETUDE DE LA DECROISSANCE SANGUINE
DE L’ACTIVITE DU GLUCOSE-I-Ci«
AU COURS DU TEMPS
DETERMINATION D’UN ESPACE GLUCOSE
ET DE LA VITESSE DE RENOUVELLEMENT

T ’iINVESTIGATIoN a porté sur 10 rats normaux et 13 rats néphrotiques.

Nous avons déterminé dans 82 échantillons de sang total (34 nor-
maux et 48 néphrotiques) la radioactivité totale due au glucose et a ses
métabolites. Pour apprécier la radioactivité due au glucose seul, les
mesures ont été effectuées sur du sang déprotéiné et passé sur résine
Dowex. Cette analyse a porté sur 79 déprotéinats sanguins (40 normaux
et 39 néphrotiques). Les prélevements de sang artériel ont été effectués
de 4 minutes a 40 minutes, aprés l'injection du traceur. Sur les échan-
tillons recueillis jusqu’a la 11® minute, seule la radioactivité du sang
total a été mesurée, parce que pendant cette période la part de radio-
activité qui revient aux métabolites peut étre considérée comme négli-
geable (Baker, Shipley, Clark €t Incefy, 1959). Les mesures de radio-
activité ont donc porté sur les échantillons suivants :

a) sang total prélevé entre 4 et 11 minutes ;
b) sang total recueilli entre 10 et 40 minutes ;

c¢') déprotéinat de sang prélevé entre 10 et 40 minutes et traité par
Dowex.

Conformément a Baker et coll. (1959), nous avons arbitrairement
séparé les points correspondants aux mesures de la premiére et de la
seconde période.

L’extrapolation de la portion de la courbe entre 4 et 11 minutes
nous a permis d’établir une premiére approximation du volume de
distribution de ce pool a équilibration rapide. Cet « espace glucose »
était en moyenne de 31 % du poids corporel pour le rat normal et de
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33,4 % pour le rat néphrotique. Ces valeurs ne difféerent pas significa-
tivement I'une de l'autre (P = 0,05) ; elles sont trées comparables a celles
obtenues par Baker et al. (1959) : 29 %. Elles se rapprochent de celles
obtenues a l'aide d’autres traceurs qui se distribuent dans le liquide
extracellulaire.

Le calcul de la vitesse de renouvellement (turnover) du glucose-I-C™
a été effectué sur le segment compris entre 10 et 40 minutes en assimilant

TABLEAU LXII

Vitesse de renouvellement du glucose-I-CN* chez les rats
normaux et néphrotiques
(exprimée en mg/100 g/minute)

Vitesse
Pool Glycémie Poids corp. de
en mg mg/ml eng kK (™ renou-
vellement
58,2 1,08 170 1,97x10-2 1.2
72,2 1,36 170 1,73 1,2
65,8 1,38 160 1,89 1,2
79,7 1,38 195 1,13 0,9
Normaux 59,2 1,15 200 1,26 0,7
49,1 1,07 220 2,11 1,0
59,2 1,34 195 1,55 0,9
63,1 1,38 180 1,96 1,2
55,3 1,24 170 2,40 1,3
Moyenne : 61,4 1,26 184 1,78x10-2 1,1+0,2
49,9 0,92 180 1,60 0,8
46,5 0,80 185 1,64 0,8
66,4 1,08 185 1,25 0,8
77,2 1,15 185 1,33 1,0
Néphrot. 52,3 1,04 195 1,67 0,9
47,7 0,96 185 2,24 1,1
52,2 0,87 175 1,21 0,6
68,9 1,24 175 1,21 0,8
76,2 1,01 180 0,86 0,7
Moyenne : 55,2 1,01 183 1,45 0,85%0,15

(*) Constante

représentant la fraction du pool

renouvelée par unité de temps.
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la décroissance a une exponentielle simple (Ferter, Strisower et
Chaiko¥ff, 1950 ; Ooms, Franckson €t Conard, 1961). Cette simplifi-
cation de la courbe n’introduit pas de distorsion importante du phéno-
meéne. En effet, en extrapolant au temps 0 la courbe exponentielle pour
estimer le pool de glucose, on surestime ce dernier (Conard, Franck-
son, Ooms, Malaisse €t R.asio, 1965) mais l’erreur ainsi commise est
compensée dans le calcul de la vitesse de renouvellement par une sous-
estimation de la constante de renouvellement (Nossun, 1966).

Le turnover (exprimé en mg/100 g/minute) n’est pas significativement
différent entre rats normaux et rats néphrotiques (P > 0,05) : respec-
tivement 1,1 +£0,2 mg et 0,85+0,15 mg en moyenne (tableau LXII).

L’aspect des courbes de décroissance (fig. 25) illustre en tous cas le
fait que les vitesses de disparition du glucose sanguin ne sont pas diffé-
rentes entre les deux groupes de rats. La pénétration du glucose dans les
tissus a donc du étre sensiblement identique dans les deux groupes.
Les différences observées dans notre étude du métabolisme oxydatif
proviennent donc d’une utilisation différente du glucose aprés sa péné-
tration dans les tissus.

GLUCOSE -1 - C™»
NORMAUX NEPHROTIQUES
CPM/mI
CPM/ml
100
e [ommmeme foeeee 1
10 20 30 40
minutes minutes

Fig. 25. Décroissance de la radioactivité (en cpm/ml) du sang artériel apres
injection de glucose-I-C*™*.
De 3 a 11 minutes (dessins supérieurs) : échantillons de sang total. De 10
a 40 minutes (dessins inférieurs) ; échantillons de déproteinats de sang
passe sur résine Dowex. Valeurs moyennes + déviation standard.



DISCUSSION ET CONCLUSIONS



A. METABOLISME DU DIAPHRAGME

1. Métabolisme du palmitate

a) Incorporation

In vivo, les acides gras (FFA) sont véhiculés dans le sang circulant
en liaison avec I'albumine (Fredrickson et Gordon, 1958).

Bragdon et Gordon (1958), Laurell(1959), Malmendier (1962)
et GORANSSONet Olivecrona (1964) ont montré qu’une quantité non
négligeable des acides gras marqués injectés dans la circulation du rat
normal se retrouve dans le tissu musculaire. La quantité captée dépend
naturellement de I'état de nutrition préalable du rat. L’ingestion d’hy-
drates de carbone accroit la quantité de traceur retrouvée dans le tissu,
ce qui traduit une augmentation de la captation musculaire des acides
gras. Leur concentration diminue dans le sang des animaux en état de
nutrition et augmente par le jedne (Gordon et Cherkes, 1956 ; Dole,
1956). Immédiatement aprés la captation dans le tissu, une fraction des
acides gras se retrouve sous forme de glycérides et de phospholipides
(Malmendier, 1962 ; Olivecrona, 1962 ; Géransson et Olive-
crona, 1964).

In vitro, il avait été démontré que le tissu musculaire pouvait capter
les acides gras introduits dans le milieu d’incubation (Neptune et Sud-
DUTH, 1959 ; Eaton et Steinberg, 1960). La quantité captée dépendait
de la concentration des acides gras dans le milieu (Steinberg et Vau-
ghan, 1963) et de la présence ou de l'absence de glucose. On sait que
I'insuline et le glucose augmentent la quantité d’acides gras captée et
favorisent leur utilisation pour la synthése des lipides (glycérides)
(Eaton et Steinberg, 1960).

En I'absence de glucose, la quantité de palmitate captée par le dia-
phragme de rat néphrotique est nettement plus basse que celle captée
par le diaphragme de rat normal ; en outre, chez le rat néphrotique,
une partie assez importante du palmitate capté n’est pas utilisée pour
la synthése des glycérides et se mélange au pool des acides gras du muscle.
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L’addition de glucose normalise la captation de palmitate marqué par
le muscle de rat néphrotique et son incorporation dans les glycérides et
les phospholipides.

La synthése des glycérides s’opére a partir du glycérophosphate d’une
part (Kennedy, 1957, 1958 ; Kornberg €t Pricer, 1953 ; Weiss,
Kennedy €t Kiyasu, 1960) et d’acides gras activés dont il constitue
I’accepteur principal d’autre part (Shapiro, Stetten €t Rose, 1960).
L’incorporation de l'acide palmitique marqué dans les triglycérides de
tranches de foie, croit avec la quantité d’alpha-glycérophosphate ajoutée
au milieu d’'incubation (Shapiro et Stein, 1959 ; Rous et Favarger,
1965). Or, la quantité d’alpha-glycérophosphate disponible diminue rapi-
dement au cours du jeline ; une réalimentation de quelques heures suffit
a rétablir I'incorporation méme aprés un jeQne prolongé (Tzur, Tar et
Shapiro, 1964). Il est donc vraisemblable que c’est la formation de
glycérophosphate (a partir du glucose) qui explique, dans nos expé-
riences la syntheése accrue de glycérides par l'addition de glucose au
milieu d’incubation des diaphragmes néphrotiques.

L’addition de glycérophosphate au milieu, a le méme effet que le
glucose sur l'incorporation du palmitate. Cependant il n’est pas certain
que le glycérophosphate puisse pénétrer tel quel dans le tissu musculaire.
Jusgu’a présent, un transport actif de L-a-glycérophosphate a travers
une membrane cellulaire n’a été démontré que chez Escherichia coli par
Hayashi, Koch et Lin (1964). Nous avons montré que le glycérol
ajouté au milieu d’incubation pénétrait rapidement dans le muscle et y
formait du glycérophosphate servant a la synthése des glycérides. On
ne peut guere imaginer que le glycérophosphate ajouté au milieu libére
du glycérol qui serait ensuite capté par les cellules musculaires et retrans-
formé en glycérophosphate. Quelque soit le mécanisme invoqué, I'action
du glycérophosphate est indéniable.

En conclusion, le stockage des lipides dépend de I’existence d’une
source suffisante de glucose intracellulaire. Or, on sait que la quantité
de glycogene du muscle néphrotique est fortement réduite par rapport
a celle du rat normal et que par conséquent la quantité de glucose mobili-
sable a partir du glycogéne est faible dans le diaphragme néphrotique.
Cette observation explique bien, croyons-nous, la formation insuffisante
de lipides dans le muscle néphrotique puisque I'apport de glucose ou
mieux encore de glycérophosphate normalise la synthése des glycérides
a partir de I'acide gras.
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b) Oxydation

De nombreux auteurs ont mis en évidence l’oxydation des acides
gras par le muscle gu’il s’agisse du diaphragme (Wertheimer €t Ben-
Tor, 1952 ; Hansen €t Rutter, 1952 | Fritz, Davis, Holtrop €t
Dundee, 1958 ; Neptune €t Sudduth, 1959), du muscle cardiaque
(Opie, Evans €t Shipp, 1963 ; Shipp, 1964 ; Cavert €t Johnson, 1956)
ou du muscle squelettique (Weinhouse, Millington €t Voik, 1950 ;
VoLK, Millington €t Weinhouse, 1952 ; Spitzer €t Goid, 1964)
In vitro, cette oxydation dépend de la concentration des acides gras
dans le milieu d’incubation (Wertheimer et Ben-Tor, 1952 ; Boder,
Rubinstein, McGarry €t Beck, 1962 ;| Frit=z, 1958 ; Eaton €t Stein-
BERG, 1963). L’oxydation des acides gras a longue chaine se fait d’une
maniere préférentielle a celle des acides gras a courte chaine (Fritz,
Davis, Holtrop €t Dundee, 1958 ;| Goud et Spitzer, 1964). Cecl serait
da au fait que I'oxydation des acides gras nécessite une incorporation
préalable dans les glycérides ; or I’octanoate (acide gras a courte chaine)
n’intervient pas dans la syntheése des glycérides.

Il existe d’autre part une compétition dans le muscle entre I'oxyda-
tion du glucose et celle des acides gras (Wartheimer, Neptune). LOrs-
gu’on augmente la concentration de ces derniers dans le milieu d’incu-
bation, on observe une diminution de la quantité de glucose oxydée et
une diminution d’incorporation du glucose dans le glycogéene (Bunhring,
1963). Cet effet d’épargne de I'oxydation du glucose se marque moins
bien avec les acides gras a courte chaine (Buhring, 1963).

Réciproguement, on observe, dans le diaphragme du rat a jedn, un
effet d’épargne du palmitate en présence de glucose (5 X IOMM) (Los-
SOW et Chaikoff, 1955 ;| Fritz €t Kapran, 1961 ;| Bodel, Rubinstein,
McGarry et Beck, 1962). Si la concentration en glucose est inférieure
a 200 mg/100 mil, elle n’affecte pas I’'oxydation du palmitate (Schwart=-
MAN et Brown, 1960). Dans le diaphragme de rat nourri, cet effet
d’épargne n’apparait que par I’addition simultanée de glucose et d’insu-
line (Fritz, D.wis, Holtrop et Dundee, 1958 ; Fritz et Kaptan, 1961).
L’effet du glucose ne se fait pas par I'intermédiaire du lactate ou du
pyruvate car ces deux substances n’ont pas la méme action que le glucose
(Fritz, 1961 ; Geyer et coll., 1953).

Dans nos expériences effectuées en I’absence de glucose, la quantité
de palmitate oxydée par le diaphragme de rat néphrotique n’est pas
différente de celle qu’oxyde le diaphragme du rat normal. Par contre,
en présence de glucose, le diaphragme du rat néphrotique oxyde beau-



212 LE METABOLISME LIPIDIQUE DANS LE SYNDROME NEPHROTIQUE

coup moins de palmitate que le muscle du rat normal. Si le glucose
épargne normalement I’oxydation du palmitate, cet effet d’épargne est
beaucoup plus intense dans le diaphragme néphrotique car le glucose y
est davantage utilisé pour la synthése des glycérides.

2. Métabolisme des chylomicrons

a) Incorporation

In vivo, la plupart des tissus du rat normal peuvent capter les chylo-
microns injectés dans la circulation (French et Morris, 1957 ; Brag-
DON et Gordon, 1958 | Borgstrom €t Jordan, 1959 | Laurerr, 1959 ;
Malmendier, 1962 ; Jones et Hawver, 1967 ; Oilivecrona, 1962 ;
Belfarge, Borgstrom €t Olivecrona, 1963 | Bezman-Tarcher,
O+tway €t Robinson, 1965). Aprés leur pénétration dans les tissus, les
chylomicrons doivent y subir I’hydrolyse par I'intermédiaire d’un enzyme
qui est le plus souvent la lipoprotéine lipase (Robinson, 1963). La pré-
sence de cet enzyme a été démontrée dans le foie (Engelberg, 1966),
le coeur et le diaphragme (Korn, 1955 ; Hollenberg, 1960), le tissu
adipeux du rat (Korn, 1955) ; elle manquerait dans le tissu adipeux
humain (Engetberg, 1961) mais d’autres enzymes lipolytiques peuvent
intervenir (wWaurrach, 1968).

Les expériences réalisées in vivo par Bragdon €t Gordon (1958),
Olivecrona (1962), Maimendier (1962) montraient que les tissus
hépatique, adipeux et musculaire pouvaient capter une importante
quantité de chylomicrons. Ces études toutefois, portaient le plus souvent
sur la détermination de la quantité de retrouvée dans les différents
tissus et non sur sa répartition dans les fractions acides gras, triglycérides
et phospholipides du tissu. La faible quantité de liposoluble, que
nous avions trouvée dans les tissus adipeux et musculaire du rat néphro-
tique pouvait s’expliquer par lI'un des deux mécanismes suivants

a) captation réduite des chylomicrons, ou

b) hydrolyse accentuée des chylomicrons prélevés par le tissu avec
relibération trés active des acides gras dans le sang (accentuation
du processus normal de lipolyse).

C’est pour trancher entre ces deux hypothéses que nous avons déter-
miné l'incorporation, par le diaphragme, de chylomicrons biosynthétisés
a partir d’acides gras marqués.

Des études effectuées in vitro sur les tissus adipeux (Rodbernr, 1960)
et hépatique (Ontko et Zitversmit, 1967, Stein €t Shapiro, 1960 ;
Green et Webb, 1964) avaient montré que ces deux tissus pouvaient



DISCUSSION 213

capter les chylomicrons ajoutés au milieu d’incubation ou contenus dans
le liquide de perfusion de l'organe isolé (Rodbenr et Scow, 1965 ;
Ontko €t ZILVERSMIT, 1967 ; Felts €t Mayes, 1965). On ne sait pas
encore si les glycérides sont hydrolysés dans le courant sanguin ou a la
surface des capillaires avant d’étre transférés dans les tissus (Haver,
Felts et Van Duyn) ou bien s’ils pénétrent dans les cellules sans étre
hydrolysés au préalable (Bragdon, Olivecrona, Malmendier). D’au-
tres travaux plaident davantage pour la deuxiéme hypothése (Rodben et
Scow, 1965 ; Rodbelt, 1960 ; Gutman et Sha¥frir, 1963).

Nos études ont été effectuées sur le diaphragme /« vitro. Dans les
diverses conditions expérimentales, la fraction de la radioactivité mesurée
dans les acides gras tissulaires était beaucoup plus importante que celle
introduite dans le milieu d’incubation sous cette forme et la composition
du milieu (en radioactivité) ne variait pas au cours du temps ; cette
différence de radioactivité entre tissu et milieu indiquait clairement une
lipolyse intratissulaire des esters du chylomicron. Comme une partie
des acides gras libérés par I’hydrolyse est certainement oxydée, I’activité
lipolytique ne peut étre intégralement mesurée par la radioactivité
présente dans les acides gras. Pour I’estimer, il faut encore tenir compte
de I'importance de la radioactivité contenue dans les mono- et les digly-
cérides et méme dans le COgy.

L’aspect de la courbe d’évolution de l'incorporation des chylo-
microns au cours du temps dans le diaphragme néphrotique montre
gu’il n’existe certainement pas de diminution de captation par ce tissu.
La modification de la répartition de la radioactivité au cours du temps
suggere un processus d’hydrolyse progressif des glycérides qui ont
pénétré dans le tissu, plus actif chez le néphrotique que chez le normal.

L’utilisation de 2 milieux de composition différente offerts au tissu
(chylomicrons intacts et chylomicrons partiellement hydrolysés) permet
d’étudier simultanément les processus de lipolyse et de resynthése et
met bien en évidence la différence de comportement existant entre les
diaphragmes de rats normaux et de rats néphrotiques. En effet, deux
réactions interviennent lorsque des graisses exogenes (chylomicrons)
sont captés par un tissu (Shapiro) . la premiére est une hydrolyse enzy-
matique des triglycérides aboutissant a la libération d’acides gras et de
glycérol ; la deuxieme est une néosynthése effectuée a partir des acides
gras produits par I’hydrolyse et de glycérophosphate : la réestérification
aboutit a la formation de triglycérides. Le fait d’alimenter les rats et
I’addition de glucose au milieu favorisent la vitesse de ces réactions.
Un résultat similaire a été observé par Rodben (1960) dans le tissu
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adipeux du rat normal. L’addition au milieu d’incubation de chylo-
microns intacts démontre une lipolyse plus accentuée dans le diaphragme
du rat néphrotique que dans celui du rat normal. Avec des
chylomicrons partiellement hydrolysés, on met en évidence Ile
processus de resynthése ; celui-ci est plus marqué chez le rat néphrotique
que chez le rat normal pour autant que I'animal soit nourri avant le
sacrifice ou que le milieu d’incubation soit additionné de glucose.

b) Oxydation

In vivo, le rat normal est capable d’oxyder rapidement les chylomicrons
administrés par voie veineuse (Bragdon, 1958). L’oxydation des chylo-
microns est fortement retardée chez le rat néphrotique ; a cause de la
dilution du traceur dans un pool lipoprotéique sanguin beaucoup plus
important, les graisses péneétrent plus lentement dans les tissus mais
ceux-ci semblent capables d’oxyder normalement les lipides. En fait, les
rats néphrotiques oxydent méme plus rapidement les graisses que les
rats normaux ; toutefois, le phénoméne n’est apparent que 2 a 6 heures
apres l’injection intraveineuse de chylomicrons a cause de I'effet de
dilution rapporté plus haut. En effet, nos expériences de 1962 (Maimen-
adier, 1962) et I’examen des courbes obtenus par French et Morris
(1958) montrent que 4 a 6 heures aprés l'injection intraveineuse du
traceur, la courbe d’activité spécifique du du rat néphrotique
rejoint et dépasse méme celle du rat normal. Un tel résultat ne peut
s’expliquer uniquement par le retard de pénétration des chylomicrons
et démontre une oxydation accrue des graisses exogénes chez le rat
néphrotique. On doit rapprocher ces observations des résultats que nous
avons obtenu apres l'injection de palmitate marqué.

En conclusion

Les expériences effectuées in vivo montraient la présence, dans le
tissu adipeux et le muscle du rat néphrotique, d’une quantité réduite
de liposoluble (provenant des chylomicrons) ; celle-ci résulte d’une
hydrolyse accrue des chylomicrons et non d’une diminution de captation
ainsi qu’il apparait des expériences in vitro que nous venons de rapporter.

3. Métabolisme du glycérol

a) Incorporation

Le glycérol doit étre normalement transformé en glycérophosphate
pour participer a la synthése des glycérides et des phospholipides. Cette
transformation nécessite la présence dans le tissu de glycérokinase
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(Lundquist, Tygstrup, Winkler €t Jensen, 1965 | Bublitz et Ken-
nedy, 1954). Cette glycérokinase n’a pas pu étre démontrée dans tous
les tissus. Le foie (Bubilitz et Kennedy, 1954 ;| Grunnet €t Lundquist,
1967), le muscle (Holzer €t Holrdorf, 1957), le rein (Wiertana et
SuYTER, 1957), la glande mammaire (McBride €t Korn, 1964) et le
tissu adipeux brun (Trebie et Bari, 1963) en contiennent de petites
quantités. Dans le tissu adipeux blanc, il n’y en a guére (Robinson €t
Newsholme, 1967 | Wieland et Suyter, 1957 | Margolis €t Vaughan,
1962 ; Randle, Garland, Hales €t Newshoime, 1963). Le glycéro-
phosphate formé est ou bien métabolisé vers la voie triglycéride par
I’estérification avec des acides gras ou pénétre dans les mitochondries
ou il est oxydé par I'alpha-glycérophosphate déhydrogenase pour former
la dihydroxyacétone phosphate (Fried, Greenberg €t Antopotl, 1961).
Cet enzyme a été trouvé dans le muscle (Toews, 1966 ; Green, 1936 ;
Young €t Page, 1958 ; Friea et al., 1961), le foie (Friea et al.,, 1961 ;
Green, 1936 ; Young et Page, 1958), le rein (Friea et al.,, 1961 ;
Young et Page, 1958).

Dans nos expériences, la quantité de glycérol incorporée dans le
diaphragme normal est importante ce qui témoigne de la présence de
glycérokinase en quantités appréciables dans le tissu. En I'absence de
glucose dans le milieu d’incubation, nous n’avons pas pu mettre en
évidence de différence notable entre I'incorporation de glycérol chez le
rat normal et chez le rat néphrotique ; il est donc peu vraisemblable que
les concentrations de glycérokinase soient différentes dans les diaphrag-
mes de ces deux groupes de rats.

Lorsque le milieu d’incubation contient du glucose, nous observons
une diminution apparente de l'incorporation du glycérol marqué dans
les glycérides du diaphragme, chez le rat néphrotique seulement. Plu-
sieurs hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer d’une part
I’effet du glucose et d’autre part la différence de comportement des rats
normaux et néphrotiques, en présence de ce substrat (fig. 26) :

1) La présence d’alpha-glycérophosphate provenant du métabolisme
du glucose freinerait la transformation du glycérol en glycérophosphate
en inhibant I'action de la glycérokinase ; on connait d’autres exemples
ou la phosphorylation du glycérol est déprimée par la présence d’impor-
tantes quantités de glycérophosphate produites a partir de précurseurs
hydrocarbonés ; ainsi le glucose et I'insuline dépriment I’'incorporation
du glycérol marqué dans les glycérides du tissu adipeux (Tepperman,
1968 ; Fain, Reed €t Saperstein, 1967) ; le glycérophosphate aurait par
ailleurs une action inhibitrice i» vitro sur la glycérokinase (Robinson et
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Fig. 26. Voies métaboliques des transformations du glycérol.

Newsholme, 1967). Cependant on comprendrait mal pourquoi cette
action inhibitrice se manifesterait davantage pour le diaphragme néphro-
tique que pour le diaphragme normal.

2) L’apport de glycérophosphate froid, fourni par le glucose dilue-
rait le glycérophosphate marqué formé a partir du glycérol. Chez le
rat normal, le pool de glycérophosphate déja important en I'absence de
glucose ne serait guére accru par I’'apport de glycérophosphate provenant
du glucose ajouté au milieu d’incubation. Chez le rat néphrotique, le
pool de glycérophosphate serait plus petit et son augmentation par la
transformation du glucose ajouté au milieu serait beaucoup plus sensible ;
cette hypothése suppose que l'incorporation absolue du glycérol soit
effectivement plus faible chez le rat néphrotique que chez le rat normal,
méme en l'absence de glucose. Dans ce dernier cas, l'incorporation
réduite du glycérol marqué serait masquée par la faible importance du
pool et ne deviendrait démontrable que lorsque le pool de glycéro-
phosphate est augmenté par I'addition de glucose. Cette seconde hypo-
thése cadrerait bien avec l'interprétation des résultats que nous avons
obtenu lors de I'incorporation du palmitate.

3) Le glycérol marqué serait dilué par du glycérol froid provenant
de la lipolyse qui a lieu dans le tissu en cours d’incubation. Cette lipo-
lyse pourrait étre accentuée dans le diaphragme du rat néphrotique
comme le montrent nos expériences d’incubation en présence de chylo-
microns ; mais il n’est pas certain que la présence de glucose accentue la
lipolyse chez le rat néphrotique.

Avant de terminer ce chapitre, nous voudrions montrer l'intérét en
pathologie des parameétres que nous avons défini dans nos études
métaboliques. Par exemple, dans I'étiologie de I’obésité, on a incriminé
récemment (Galton €t Bray, 1967) une diminution de la quantité de
glycérophosphate déhydrogénase, enzyme responsable de I’oxydation du
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glycérophosphate (Green, 1936 ; Colowick €t Kaplan, 1955 ;| Fried,
Greenberg €t Antopol, 1961) ; cette diminution enzymatique entrai-
nerait une disponibilité accrue de glycérophosphate pour la synthése
glycéridique (Garton et Bray, 1967). Le pool de glycérophosphate n’a
jamais été mesuré valablement mais Hood et Bjarntop (1966) pensent
que celui du tissu adipeux des patients obéses est beaucoup plus impor-
tant que celui des sujets normaux parce qu’ils observent une dilution de
I'incorporation du glycérol dans les lipides neutres, chez ces malades.
En ce qui concerne le pool de glycérophosphate, I’obésité représenterait
une situation inverse de celle du syndrome néphrotique expérimental
ou le pool des rats malades serait plus petit que celui des rats normaux
en I'absence de glucose mais serait réapprovisionné en glycérophosphate
par I'apport de glucose en quantités suffisantes.

b) Oxydation

L’oxydation du glycérol en I'absence de glucose dans le milieu
d’incubation est identique pour le diaphragme de rat normal et pour
celui du rat néphrotique. Lors de I’addition de glucose au milieu, il
parait exister un certain effet de dilution pour le diaphragme néphro-
tigue. L’analyse de la variance toutefois ne permet pas de déceler une
différence significative entre le comportement des muscles des deux types
de rats.

4. Métabolisme du glucose

a) Incorporation

Les expériences effectuées avec du palmitate ont montré que I'ad-
dition de glucose au milieu d’'incubation mettait en évidence chez I'animal
néphrotique une utilisation normale du glucose pour la synthése glycéri-
dique et phospholipidique. On ne devait donc pas s’attendre a observer
une différence d’incorporation c”uantitative du glucose dans les diverses
fractions lipidiques du diaphragme. Il importait toutefois de voir si le
glucose n’était pas utilisé davantage vers la synthése protéique chez le
rat néphrotique car le métabolisme protéique est extrémement perturbé
dans ce syndrome et la synthése hépaticjue des protéines y est fortement
accrue (Drabkin €l Marsh).

Apres incubation en présence de glucose marqué, la répartition de la
radioactivité dans les lipides et dans les protéines n’est pas différente
pour les diaphragmes normaux ou néphrotiques. Pour ces deux groupes
de substrats, tant chez les animaux normaux que néphrotiques, la radio-
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activité totale est faible. La quantité présente dans la fraction acide gras
est presque négligeable. La radioactivité que I'on a retrouvé dans les
glycérides apres hydrolyse est contenue dans la fraction glycérol et
provient donc de la transformation métabolique du glucose en glycéro-
phosphate et de I'utilisation de ce glycérophosphate dans la synthese
glycéridique. L’autre voie (transformation du glucose en acétyl-CoA et
utilisation de cet acétyl-CoA pour la synthese d’acides gras) n’est donc
guere décelable pendant la durée de I’expérience.

b) Oxydation

En dehors de ces deux voies aboutissant a la synthése lipidique, le
glucose est utilisé essentiellement dans deux directions : la conversion
en glycogéne (qu’on suppose étre faible chez le rat néphrotique) et
I’oxydation par le cycle de Krebs via I'acétyl-CoA.

Le glucose-I-C'* est oxydé en quantités plus importantes par le
diaphragme néphrotique que par le diapharagme normal. Cette diffé-
rence d’oxydation est encore beaucoup plus accusée si I'on étudie la
part que prend relativement le glucose dans I’oxydation globale du tissu
(rapport C"*0JCO02 x 100). En effet, le métabolisme oxydatif est réduit
dans le tissu musculaire du rat néphrotique mais le glucose joue néan-
moins un réle prépondérant comme substrat d’oxydation.

5. Incorporation de la leucine

La leucine est utilisée a I’état normal pour la synthése des protéines
et dans une faible mesure pour la synthése des lipides. L’incorporation
de cet acide aminé dans le synthése protéique (étudiée globalement) ne
parait pas accrue dans le diaphragme du rat néphrotique. La leucine
donne lieu apres transformation métabolique a trois molécules d’acétyl-
CoA mais la quantité d’acétyl-CoA réutilisée dans la synthese des lipides
est trés faible, particulierement dans le diaphragme néphrotique que
I’animal ait été a jeGn ou nourri avant le sacrifice.

B. METABOLISME OXYDATIF DU RAT NEPHROTIQUE
IN TOTO

Le métabolisme oxydatif du rat néphrotique est globalement diminué.
Il se distingue en outre, de celui du rat normal, par des différences
qualitatives, ainsi qu’il résulte de nos expériences avec le palmitate et
le glucose marqués.
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On sait que le palmitate a un métabolisme extrémement actif. Mc Cal-
1a, Gates et Gordon (1957) notamment, ont montré gu’une heure
apres I'injection intraveineuse de palmitate marqué, prés de 40 % de la
dose injectée étaient excrétés sous forme de Mayes et Felts
(1967) ont trouvé une excrétion de 51 % en 180 minutes chez des rats
normaux maintenus a jedn pendant 48 heures. Nos valeurs (obtenues
chez des rats a jelin pendant 22 heures) sont un peu plus basses que
celles des autres auteurs.

En prolongeant nos expériences pendant 420 minutes, nous avons
trouvé une élimination de chez le rat normal de I'ordre de 52,5 %.
En extrapolant nos courbes d’excrétion cumulative, on obtient en 24
heures une élimination qui n’excéde pas 60 % de la dose injectée. La
méme extrapolation pratiquée sur les courbes de McCalla, Gates et
Gordon (1957) et de Mayes et Felts (1967) semb ledonner des valeur
Iégérement supérieures mais ne dépassant pas 75 %. Le reste du palmi-
tate injecté doit suivre d’autres voies métaboliques (synthése glycéri-
dique et phospholipidique, métabolites aquasolubles tels que I’'hydroxy-
butyrate (Hagenfeldt et Wahren, 1968) ; il ne sera donc éliminé que
trés lentement au cours du temps. L’excrétion a 100 % de la dose pourrait
prendre un temps extrémement long par rapport a la durée de I’obser-
vation.

Chez le rat néphrotique, I’élimination de C'*Og pendant les 420 minu-
tes de I'expérience est fortement diminuée ; le métabolisme oxydatif du
palmitate y est donc nettement ralenti, ainsi qu’en atteste d’ailleurs
I’allongement du temps de transit moyen. Cependant I’extrapolation
des courbes d’activité cumulative montre que la quantité de palmitate
oxydée par le rat néphrotique selon la voie métabolique rapide, est trés
proche de celle oxydée par le rat normal.

Les altérations métaboliques constatées chez le rat néphrotique avec
le glucose-I-C'* ou le glucose-6-CM sont, comme nous le verrons, de
nature tres différente de celles observées avec le palmitate.

Considérons d’abord le métabolisme du glucose chez le rat normal.

Mayes et Felts (1967) observaient une excrétion cumulative en
180 minutes de 34,4 % de la dose de glucose-U-C"™ injectée chez le
rat normal a jedn depuis 48 heures. Nos valeurs (pour des rats a jedn
depuis 22 heures) sont tres comparables a celles de ces auteurs (34,3 %
apres injection de glucose-I-C"* et 32,7 % aprés injection de glucose-6-
C'™). Comme pour le palmitate, la quantité de glucose excrétée sous
forme de C™MOg (méme apreés extrapolation de la courbe d’excrétion
cumulative) est bien loin d’atteindre 100 % de la dose en 24 heures ;
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le glucose sera utilisé également dans d’autres voies métaboliques moins
rapides (notamment la synthése du glycogéne, celle des protéines via les
acides aminés et méme celle des glycérides par I'apport de glycérophos-
phate et d’acétyl-CoA).

La vitesse d’excrétion du C~~¢2 differe selon la position (Cj ou Cg)
du carbone marqué dans la molécule de glucose ; elle est plus rapide
avec le glucose-I-C™M. Dans nos expériences, le rapport des vitesses,
d’oxydation de ces deux traceurs, exprimé par le quotient Cj/Cg est égal
en moyenne a 1,25 pour les 90 premiéres minutes : pour Stahelins
Karnovsky, Farnham et Suter (1957) il est de 1,35, de 1,37 pour
Necheles (1960) et pour Spiro et Ball (1958) de 1,45. Aprés 90 minu-
tes, les cournes d’activité spécifique sont presque superposables avec
les deux traceurs étudiés. Cependant, la détermination du rapport Cj/Cg
ne peut donner gqu’une information qualitative et non quantitative du
métabolisme du glucose (Katz et Wood, 1960) ; son interprétation doit
étre prudente (Wood, 1955).

Chez le rat néphrotique, I’excrétion cumulative de CMOg en 420
minutes est beaucoup plus importante que chez le rat normal, respec-
tivement 50,2% aprés glucose-I-C™ et 44,4% apreés glucose-6-CM.
Comme pour le rat normal, le glucose -I-C' est plus rapidement oxydé ;
le rapport CJCg est égal a 1,13 pour les 90 premiéres minutes. Apres
90 minutes, les courbes d’activité spécifique se confondent pratiquement.

L’ébauche d’'un second sommet apparaissant dans les courbes
d’activité spécifique du Ci™02 (pour le glucose-I-C™ et bien davantage
pour le glucose-6-C™) chez le rat néphrotique peut s’expliquer par une
sommation de plusieurs voies métaboliques d’oxydation a vitesses diffé-
rentes. On sait qu’il existe trois voies possibles d’oxydation du glucose
en CCs2 : la voie d’Embden-Meyerhoff, le shunt pentose-phosphate et le
shunt de Il'acide glucuronique (fig. 27). La voie principale dans les
conditions normales est celle d’Embden-Meyerhoff ou les carbones 1
et 6 suivent les mémes voies métaboliques (Bloom, Stetten et Stetten,
1953). Le shunt pentose-phosphate (Lipman, Dickens, 1936 ; Horecker
et Mehter, 1955), d'importance variable (Bloom et Stetten, 1953 ;
Arnstein et Keglevic, 1956 ; Necheles, Pratt et Burtler, 1960)
conduit a la libération précoce du carbone 1 du glucose. Dans le shunt
de Il'acide glucuronique (Burns et Kanfer, 1957 ; McCormick et
Touster, 1957 ; Eisenberg, Dayton et Burns, 1957, 1959), c’est le
carbone 6 qui est séparé sous forme de €"M02 (Horecker et Hiatt,
1958) ; cette voie est peu utilisée a I'état normal (Hiatt, 1958). Toute-
fois, certains médicaments (chloretone, barbital, aminopyrine...) (Burns,
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FiCt. 27. Schéma des trois voies métaboliques oxydatives du glucose.
(Embden-Meyerhoff, shunt pentose-phosphate, shunt de I’'acide glucu-
ronique.)

Evans et Trousof, 1957 ; Burns, Mosbach et Schulenberg, 1954 ;
Enklewitz et Lasker, 1935) peuvent augmenter considérablement la
fraction du glucose oxydée par le shunt de I'acide glucuronique. Cette
augmentation pourrait représenter selon Conney, Gastel et Burns,
1959, une réponse adaptative nouvelle de I'organisme aux effets de
certaines substances étrangeres.

On pourrait admettre que la vitesse d’oxydation par la voie d’Emb-
den-Meyerhoff soit comparable chez le rat normal et chez le rat néphro-
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tiqgue mais que chez ce dernier, la participation du shunt pentose-
phosphate et peut-étre du shunt de I’acide glucuronique soit plus impor-
tante. L’oxydation par ces deux voies serait plus lente que par la voie
d’Embden-Meyerhoff. L’addition des vitesses d’excrétion rendrait compte
de l'allure caractéristique de la courbe d’activité spécifigue que nous
obtenons chez les rats néphrotiques L’effet de la néphrose serait donc
comparable a celui des médicaments accroissant I'importance du shunt
glucuronique et représenterait une réaction d’adaptation a des altérations
métaboliques inhérant a la maladie. Dans le diabéte, Winegrad et
Shaw (1964), Lukens (1967) signalent une plus grande contribution du
shunt glucuronique vers le COg a partir du glucose.

Si I’'on compare le comportement du rat néphrotique a celui du rat
normal, on observe que I'animal néphrotique épargne son palmitate et
oxyde davantage de glucose. On peut rapprocher ces constatations de
I’observation analogue faite au niveau d’un tissu isolé (diaphragme in
vitro). Le régime peut influencer le type de substrat préférentiellement
oxydé. En effet, Mayes et Felts (1967) avaient constaté que le rat
normal nourri en hydrates de carbone oxydait moins de palmitate et
plus de glucose-U-C"™ que le rat normal a jeun. Nos rats néphrotiques
se comportent a ce point de vue seulement comme les rats nourris en
hydrates de carbone.

Il resterait enfin a examiner les résultats obtenus aprés injection de
bicarbonate.

L’excrétion du bicarbonate est trés rapide, la quasi-totalité de I’iso-
tope étant éliminée en 150 minutes. Le méme fait avait été observé par
Mayes et Felts (1967). La vitesse d’excrétion dépend essentiellement
du pool de bicarbonate ; cette substance n’est guére utilisée dans le sens
de la syntheése vers le palmitate et le glucose ; en effet, I'injection de
bicarbonate marqué ne permet de retrouver qu’une faible fraction de la
radioactivité dans le glucose (Wagle et Ashmore, 1963) et moins encore
dans le palmitate (Fredrickson et Gordon, 1958). Or on a vu que le
rat néphrotique se comportait pour cet isotope de la méme maniére
que le rat normal. Cette constatation indique que les différences entre
rats normaux et rats néphrotiques sont dues a une altération du méta-
bolisme du glucose jusqu’a son stade bicarbonate et non a une différence
dans les pools de bicarbonate.

Conclusions (fig. 28)

Le syndrome néphrotique est caractérisé par une Iésion rénale
provoquant une perte urinaire massive de protéines [1] ; celle-ci entraine
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Fig. 28. Schéma de la conception actuelle des modifications métaboliques
existant dans le syndrome néphrotique.

Les numéros indiqués sur les fleches renvoient au texte (Conclusions).

TRIGL. =: triglycérides LP = lipoprotéines
FFA = acides gras non estérifiés PL = phospholipides
aGP = alpha-glycérophosphate CFIOL = cholestérol total

une hypoprotéinémie et surtout une hypoalbuminémie importante. De
cette hypoalbuminémie, découle une diminution nette de la pression
colloido-osmotique [2]. L’hypoalbuminémie est corrigée en partie par
une synthése hépatique accrue d’albumine et de globulines [3].

Tant que I’hypoalbuminémie est modérée, on ne constate qu’une
hypercholestérolémie ; les autres graisses du sérum ne sont guére aug-
mentées. D’autre part les constituants lipidiques du tissu adipeux et du
tissu musculaire restent normaux. Comme le foie est le siege quasi-
exclusif de la synthése du cholestérol, il faut admettre qu’il doit y avoir,
sans qu’on en connaisse le mécanisme exact, une augmentation paralléle
de la synthése du cholestérol et de la synthése protéique, avec libération
accélérée sous forme de lipoprotéines dans la circulation.

Lorsque I’hypoalbuminémie s’aggrave fortement (en dessous d’un
taux critique) on observe une augmentation des autres fractions lipi-
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cliques (triglycérides et phospholipides) du sérum portant surtout sur
les triglycérides. A ce moment, on constate une fonte du tissu adipeux
et une réduction (souvent au tiers de leur valeur normale) des glycérides
musculaires.

L’augmentation importante de la synthése des protéines doit avoir
pour effet de supprimer quasiment la voie métabolique allant des acides
aminés vers le cycle de Krebs, et de favoriser la voie inverse, c’est-a-dire
le processus de synthése des acides aminés (par transamination) a partir
des dérivés hydrocarbonés provenant du glucose. Il existe en outre une
oxydation accrue du glucose par le cycle de Krebs et par les shunts.
Ces phénomeéenes entrainent une augmentation de la glycogénolyse ;
celle-ci associée a un apport nutritionnel fortement déficitaire [4] (glo-
balement et en hydrates de carbone) conduit a une réduction progres-
sive des réserves glycogéniques du foie, du muscle et du tissu adipeux.
Le glucose étant surtout utilisé aux fins citées plus haut, il n’en reste
gu’une quantité réduite disponible pour la formation de glycérophos-
phate nécessaire a la synthése des graisses neutres dans le muscle. Il
est possible qu’une carence en facteurs essentiels tels que ATP, NAD...,
contribue aussi a la diminution de la syntheése des glycérides. Et cepen-
dant, le processus normal de lipolyse des glycérides du muscle se pour-
suit ; il est méme nettement accru chez le rat néphrotique, ce qui déclen-
che une réduction progressive des glycérides du muscle et du tissu
adipeux de ces animaux. [5] Les acides gras libérés en excés par la lipolyse
sont soit oxydés soit captés par le foie. L’oxydation globale des acides
gras n’est que légerement réduite chez le néphrotique mais leur captation
par le foie est nettement augmentée [6]. En I'absence d’une cétose
accrue, on doit admettre que le foie utilise davantage ces acides gras
pour une synthése de glycérides. Cette augmentation de synthése des
lipoprotéines est confirmée par les expériences in vitro sur tranches de
foie et par perfusion de foie in situ. Les glycérides formés en excés sont
relibérés dans le sang sous forme de lipoprotéines endogenes [7]. Méme
si le tissu adipeux et le muscle peuvent en capter et hydrolyser une
certaine quantité [8], cette quantité captée est toutefois insuffisante pour
corriger I’hyperlipémie.

D’autre part, la captation des glycérides exogénes (chylomicrons)
n’est pas réduite dans le muscle néphrotique [8] mais souvent retardée
et la lipolyse des glycérides captés y est accélérée. Les acides gras libérés
sont peu utilisés pour la synthése des glycérides par le muscle et par le
tissu adipeux en raison du déficit en glycérophosphate. Le glycérol
produit par I’hydrolyse n’est pas réutilisé par le tissu adipeux et moyen-
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nement par le muscle. Le foie capte la plus grande partie des acides gras
libérés par la lipolyse au niveau des tissus périphériques et les couple
avec le glycérophosphate provenant de la glycogénolyse ce qui aboutit
a la synthese de lipoprotéines qui sont libérées dans la circulation et
contribuent ainsi a I’aggravation de I’hyperlipémie.
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SUMMARY



E PRESENT travail constitue une étude des interrelations existant entre
les métabolismes lipidique et glucidique dans le syndrome expé-
rimental.

La technique employée pour induire la néphrose, permet d’obtenir
un tableau biologique comparable a celui de la néphrose humaine :
protéinurie sévere, hypoprotéinémie, hypoalbuminémie, augmentation
de toutes les fractions lipidiques du sérum (cholestérol, phospholipides,
triglycérides) a I’exception d’un taux normal en acides gras non estérifiés,
hypoglycémie enfin.

La premiére partie du travail comprend I'étude d’un tissu isolé (le
diaphragme) placé dans un milieu d’incubation en présence de différents
traceurs.

Le degré d’hydratation plus élevé des tissus provenant des animaux
néphrotiques a été pris en considération pour le calcul des concentrations
chimiques. Le diaphragme néphrotique contient par rapport au normal,
beaucoup moins de glycogéne, un taux de glycérides trés abaissé (baisse
portant surtout sur la fraction triglycéridique), une concentration plus
élevée en acides gras non estérifiés ; par contre, les concentrations en
phospholipides et en protéines totales sont comparables a celles des
diaphragmes normaux. Le taux des glycérides est fortement réduit par
le jeGine chez le rat normal, tandis que I’effet du jeline est moins sensible
chez le rat néphrotique. La durée de I'incubation entraine une augmen-
tation marquée des acides gras libérés par I’hydrolyse des glycérides
tissulaires ; la différence existant entre diaphragmes normaux et néphro-
tiques disparait lorsqu’on ajoute du glucose ou du glycérophosphate au
milieu.

Les diaphragmes de rats normaux et néphrotiques ont été incubés
en présence de divers substrats.

En présence de glucose dans le milieu, le diaphragme néphrotique
capte une quantité de palmitate-I-C** comparable a celle captée par le
diaphragme normal. L’incorporation dans les triglycérides y est forte-
ment réduite ce qui témoigne d’une moindre estérification chez le rat
néphrotique. L’addition de glucose ou de glycérophosphate au milieu
d’incubation, restaure, par I’'apport de substrat glycérophosphate, la
capacité d’estérification des acides gras. Le diaphragme néphrotique se
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caractérise donc par une carence en substrat glycérophosphate qui
pourrait provenir d’une altération dans I'utilisation du glucose vers la
voie lipidique.

La captation de chylomicrons marqués dans leur palmitate, par le
diaphragme croit avec le temps d’incubation et avec le degré d’hydro-
lyse des chylomicrons (les uns contenant plus de 90 % de la radio-
activité dans les triglycérides, les autres 40 % seulement). Chez le rat
néphrotique, la captation est toujours supérieure a celle du rat normal ;
de plus, il existe des différences de répartition de la radioactivité entre
les diverses fractions du tissu chez I'animal normal et néphrotique et
des différences en fonction du degré d’hydrolyse des préparations. Ces
faits montrent que dans le diaphragme néphrotique, les processus
d’hydrolyse (aboutissant a la libération de glycérol et d’acides gras
libres) et de resynthése (a partir des acides gras libres disponibles) sont
plus marqués que chez le rat normal. lls sont également plus sensibles
a I'état de nutrition du rat préalablement au sacrifice et a la présence
de glucose dans le milieu d’incubation.

Le diaphragme normal incorpore une quantité appréciable de glycé-
rol-I-C” alors que le tissu adipeux n’en incorpore pas. Le diaphragme
néphrotique en incorpore une quantité comparable en I'absence de
glucose dans le milieu d’incubation. L’addition de glucose réduit appa-
remment la quantité de glycérol-I-C™ incorporée par le diaphragme
néphrotique. Cette réduction pourrait résulter d’un effet de compétition
pour la captation, entre glycérol marqué et glycérophosphate froid
provenant du métabolisme du glucose. On peut aussi conclure a une
dilution du glycérophosphate marqué (provenant de la phosphorylation
du glycérol par la glycérokinase) par le glycérophosphate froid, en
présence d’un pool de glycérophosphate plus petit chez le rat néphro-
tique.

Le diaphragme néphrotique incorpore une méme quantité de glucose
et la répartition de la radioactivité dans les fractions lipidiques est
comparable a celle observée dans le diaphragme du rat normal.

La majeure partie de la leucine(U)-C™ est incorporée dans les pro-
téines. Une fraction faible de la radioactivité est mesurée dans les glycé-
rides du diaphragme normal (aprés transformation en acétyl-CoA) ;
cette quantité est encore réduite dans le diaphragme du rat néphrotique
vraisemblablement par une utilisation accrue de l'acétyl-CoA vers les
hydrates de carbone et vers I’oxydation.

QCOg et QR des diaphragmes de rats normaux et néphrotiques
sont identiques. Les diaphragmes des animaux néphrotiques oxydent
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une méme quantité de palmitate-I-C™* en I'absence de glucose dans le
milieu mais la présence de glucose a pour effet de diminuer significa-
tivement chez le rat néphrotique la quantité de palmitate oxydée. La
quanuté de glycérol-I-Ci* oxydée par les deux types de diaphragme
est comparable et I’addition de glucose au milieu ne modifie guéere cette
quantité. Une plus grande quantité de glucose-I-C™ est oxydée par les
diaphragmes néphrotiques que par ceux des rats normalement nourris
mais une quantité identique a celle des diaphragmes de rats « isonour-
ris ». La participation du glucose marqué dans le processus respiratoire
est beaucoup plus importante chex le rat néphrotique que chez le normal.

La deuxiéeme partie du travail étudie le métabolisme oxydatif des
animaux normaux et néphrotiques in vivo.

L’alimentation joue certainement un réle important dans les diffé-
rences observées entre les deux types de rats. Comparés a des rats
« isonourris », les rats néphrotiques ont une glycémie plus basse, une
teneur du muscle en glycogene nettement réduite. D’autre part, leurs
diaphragmes incorporent une importante quantité de palmitate marqué
dont la plus grande partie est utilisée pour la synthése des triglycérides a
I’opposé des rats néphrotiques qui incorporent peu d’acides gras dans
les glycérides. La restriction alimentaire ne peut donc expliquer les
différences métaboliques observées entre rats normaux et rats néphro-
tiques.

Les quotients respiratoires des deux groupes d’animaux ne sont pas
différents dans les mémes conditions de nutrition. Par contre, le méta-
bolisme basal est réduit chez le rat néphrotique ; ce fait est a rapprocher
du métabolisme basal abaissé chez les patients atteints de syndrome
néphrotique.

D’une maniére générale, le rat néphrotique élimine beaucoup moins
de CO2 que le rat normal.

L’excrétion de CMOg aprés injection de palmitate marqué est net-
tement réduite pendant les premiéres heures chez le rat néphrotique
mais la courbe d’excrétion cumulative rejoint ultérieurement la courbe
du rat normal. Le métabolisme du palmitate y est donc nettement
ralenti. Méme au cours des premiéres 24 heures, la quantité de palmitate
oxydée ne représente qu’au plus 70 % de la radioactivité injectée. Le
reste de la dose est éliminé pendant un temps infiniment long par
rapport aux 7 heures d’expérience.

En ce qui concerne le glucose marqué, I'élimination du C/MQj
apres glucose-I-C"* est plus rapide que celle obtenue apreés glucose-6-
C/M tant chez les animaux normaux que chez les animaux néphrotiques.
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L’excrétion cumulative de est beaucoup plus importante chez le
rat néphrotique avec les deux traceurs. La courbe d’activité spécifique
du montre chez le rat néphrotique un double sommet ; le second
sommet pourrait résulter de I'addition de plusieurs voies métaboliques
de vitesses différentes, et notamment de l'utilisation chez les rats néphro-
tigues du shunt de I’'acide glucuronique pour oxyder le glucose.

L’oxydation du bicarbonate-C** n’est pas différente entre rats nor-
maux et rats néphrotiques. Cette constatation conduit a penser que les
différences observées entre rats normaux et rats néphrotiques en ce qui
concerne I'oxydation du glucose doivent donc étre dues a une altération
du métabolisme du glucose jusqu’au stade bicarbonate et non a une
différence dans les transformations métaboliques du bicarbonate.

L’espace glucose est du méme ordre de grandeur dans les deux
types de rats et les vitesses de turnover du glucose sont comparables
tout au moins lorsqu’on étudie la décroissance du glucose entre 0 et
40 minutes.

Dans les conclusions, est réalisé un essai de synthése des concep-
tions actuelles concernant le mécanisme de I’hyperlipémie du syndrome
néphrotique. La participation active des principaux tissus (foie, adipeux
et musculaire) dans la perturbation du métabolisme lipidique et le rble
fondamental du déreglement métabolique des hydrates de carbone dans
la genése de I’hyperlipémie néphrotique y sont illustrés par un schéma
pathogénique.



T it werk is een studie van de overeenkomsten die bestaan tussen
het vet- en het suikermetabolisme in het experimenteel veroorzaakte
nephrodsch syndroom. De gebruikte techniek om de nephrose te ver-
oorzaken laat ons toe biologische data te bekomen, vergelijkbaar met
deze van de menselijke nephrose : protéinurie, hypoproteinemie, ern-
stige hypoalbuminémie, vermeerdering van aile lipidenfracties in het
sérum (cholestérol, fosfolipiden en triglyceriden), met uitzondering van
een normaal gehalte aan niet veresterde vetzuren en een hypoglycémie.
Het eerste deel van dit werk omvat de studie van een geisoleerd
weefsel (het diafragma), geplaatst in een incubatiemidden samen met
verschillende tracers.

Met de hogere hydratatiegraad van de weefsels van nephrotische
dieren werd rekening gehouden bij de berekening van de scheikundige
concentraties. Het nephrodsch diafragma bevat, in vergelijking met het
normale, veel minder glycogeen, een sterk gedaald gehalte aan glyce-
riden (daling die vooral slaat op de triglyceridenfractie) en een hogere
concentratie van niet veresterde vetzuren ; de concentraties van fosfo-
lipiden en totale proteinen anderzijds zijn vergelijkbaar met deze in
normale diafragmas. Het gehalte aan glyceriden is bij de normale rat
sterk gedaald door het vasten, terwijl de uitwerking van het vasten
minder belangrijk is bij de nephrotische rat. De incubatieduur brengt
een merkelijke vermeerdering mee van vetzuren, vrijgemaakt door
hydrolyse van glyceriden in de weefsels ; het verschil dat bestaat tussen
normale en nephrotische diafragmas verdwijnt als men aan het midden
glucose of glycerofosfaat toevoegt. De diafragmas van normale en
nephrotische ratten werden geincubeerd in verschillende substraten.

Bij afwezigheid van glucose in het midden neemt het nephrotische
diafragma een hoeveelheid palmitaat-I-C™ op, vergelijkbaar met deze
opgenomen door het normale diafragma. De opname in de triglyceriden
is er sterk verminderd wat duidt op een verminderde verestering bij de
nephrotische rat. Toevoeging van glucose of glycerofosfaat in het
incubatiemidden herstelt de veresteringsmogelijkheid van de vetzuren.
Het nephrotische diafragma kenmerkt zich dus door een gebrek aan
glycerofosfaat-substraat dat zou kunnen voortkomen van een verande-
ring in het verbruik van glucose in de lipiden.
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De incubatie in aanwezigheid van chylomicrons, gemerkt in hun
palmitaat, bewijst dat het neprhotisch diafragma een grotere hoeveelheid
glyceriden van exogeen type kan opnemen dan het normale diafragma.
Deze opgenomen hoeveelheid vermeerdert regelmatig met de incubatie-
tijd. Naargelang men te doen heeft met intacte chylomicrons (die meer
dan 90 % triglyceriden bevatten) of met gedeeltelik gehydrolyseerde
chylomicrons (40 % van de radioactiviteit in de triglyceriden), is de
verdeling van de radioactiviteit in de onderscheiden lipidenfracties van
het weefsel verschillend. Indien de hydrolyse reeds verder gevorderd is,
wordt de globale opgenomen hoeveelheid belangrijker. Wanneer chylo-
microns ter beschikking worden gesteld aan het weefsel, do:n zich
achtereenvolgens twee verschijnselen voor : een hydrolyse, leidend t6t
de vrijmaking van glycerol en vrije vetzuren, vervolgens een neosyn-
these van triglyceriden uitgaande van de beschikbare vrije vetzuren.
Het hydrolyseproces en de neosynthese zijn belangrijker in het diafragma
van de nephrotische rat en zijn eveneens gevoeliger aan de voeding van
de rat voor de proefnemingen aan de aanwezigheid van glucose in het
incubatiemidden.

Het normale diafragma neemt een aanzienlijike hoeveelheid glycerol
op terwijl het vetweefsel er geen opneemt. Het neprhotische diafragma
neemt een gelijkaardige hoeveelheid op bij afwezigheid van glucose in
het incubatiemidden. Toevoeging van glucose vermindert schijnbaar de
hoeveelheid glycerol-I-C' opgenomen door het nephrotisch diafragma.
Deze vermindering in opname zou kunnen het gevolg zijn van een zekere
wedijver tussen de gemerkte glycerol en het niet gemerkte glycero-
fosfaat dat voortkomt uit het métabolisme van glucose.

Men kan ook besluiten té6t een verdunning van het gemerkt glyce-
rofosfaat (voortkomend van de fosforylatie van glycerol-I-C'* door het
glycerokinase) door niet gemerkt glyccrofosfaat, in aanwezigheid van
een glycerofosfaatpool die kleiner is bij de nephrotische rat. Het nephro-
tische diafragma neemt een gelijke hoeveelheid glucose op en de ver-
deling van de radioactiviteit over de lipidenfracties is te vergelijken met
deze waargenomen in het diafragma van de normale rat. Het grootste
deel van de leucine(U)-C’* wordt opgenomen in de proteinen. Een
klein gedeelte van de radioactiviteit wordt gemeten in de glyceriden van
het normale diafragma (ha omvorming tét acetyl. CoA) ; deze hoeveel-
heid is nog verminderd in het diafragma van de nephrotische rat,
waarschijnlijk als gevolg van een toegenomen verbruik van acetyl-CoA
voor de koolhydraten en voor de oxydatie.

QCO2 en QR van diafragmas van normale en nephrotische ratten
zijn gelijk. Bij afwezigheid van glucose in het midden oxyderen de
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diafragmas van nephrotische dieren een zelfde hoeveelheid palmitaat-1-
maar de afwezigheid van glucose vermindert bij de nephrotische
rat beduidend de hoeveelheid geoxydeerd palmitaat.

De hoeveelheden glycerol-I-C™*, geoxydeerd door beide diafragma-
types zijn vergelijkbaar en toevoeging van glucose aan het midden
verandert deze hoeveelheid nauwelijks. Door de nephrotische diafragmas
wordt een grotere hoeveelheid glucose-I-C** geoxydeerd dan door deze
van normaal gevoede ratten ; de hoeveelheid is evenwel gelijk aan die
geoxydeerd door diafragmas van iso-gevoede ratten.

Het aandeel van de gemerkte glucose in het ademhalingsproces is
veel belangiijker bij de nephrotische rat dan bij de normale.

Het tweede deel van het werk bestudeert het oxydatie-metabolisme
van normale en nephrotische dieren /« vivo.

De voeding speelt zeker een belangrijke roi in de waargenomen
verschillen tussen beide types van ratten. Vergeleken bij isogevoede
ratten, hebben nephrotische ratten een lagere glycémie en een duidelijk
verminderd gehalte aan glycogeen in de spieren. Anderzijds nemen hun
diafragmas een belangrijke hoeveelheid gemerkt palmitaat op waarvan
het grootste gedeelte wordt gebruikt voor de syntheése van triglyceriden,
dit in tegenstelling met de nephrotische ratten die weinig vetzuren
opnemen in hun glyceriden. De beperking van de voeding kan dus de
waargenomen verschillen in het métabolisme tussen normale en nephro-
tische ratten niet verklaren.

De respiratorische quotienten van beide diergroepen zijn niet ver-
schillend onder dezelfde voedingsvoorwaarden. Daarentegen is het
hasaal métabolisme verminderd bij de nephrotische rat ; dit feit is te
vergelijken met het verminderd basaal métabolisme bij patienten met
een nephrotisch syndroom.

In 't algemeen elimineert de nephrotische rat veel minder COg dan
de normale.

De uitscheiding van na inspuiting van gemerkt palmitaat is bij
de nephrotische rat duidelijk verminderd gedurende de eerste uren,
maar de cumulatieve uitscheidingscurve vervoegt later de kurve van
de normale rat. Het métabolisme van het palmitaat is daar dus duidelijk
vertraagd. Zelfs gedurende de eerste 24 uren vertegenwoordigt de
hoeveelheid geoxydeerd palmitaat slecht maximum 70 % van de inge-
spoten radioactiviteit. De rest van de dosis wordt geélimineerd gedurende
een oneindig lange tijd vergeleken bij de 7 uren van de proefneming.

Wat betreft de gemerkte glucose, is de uitscheiding van
veel sneller na glucose-I-C™* injectie dan na glucose-6-C™ injectie
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zowel bij de normale als bij de nephrotische dieren. De cumulatieve
uitscheiding van €1~)2 is met beide tracers veel belangrijker bij de
nephrotische rat. De specifieke activiteitscurve van de vertoont
bij de nephrotische rat een dubbele top ; de tweede top zou kunnen
voortkomen van de som van verschillende metabolismen met verschil-
lende snelheden, en meer bepaald van het verbruik bij de nephrotische
dieren van de shunt van glucuroonzuur om de glucose te oxyderen.

De oxydatie van bicarbonaat-C"" verschilt niet bij normale en bij
nephrotische ratten. Deze vaststelling leidt ertoe te denken dat de
waargenomen verschillen tussen normale en nephrotische ratten, wat
betreft de oxydatie van glucose, moeten te wijten zijn aan een veran-
dering in het glucose-metabolisme to6t het stadium bicarbonaat en niet
aan een verschil in de metabolische veranderingen van het bicarbonaat.

De glucose-ruimte is van dezelfde grootte-orde in beide types van
ratten en de « turnover » snelheden van de glucose zijn vergelijkbaar
bij normale en nephrotische ratten, tenminste als men de afname van
glucose bestudeert tussen 0 en 40 minuten.

In de besluiten hebben we getracht een synthése te maken van de
huidige opvattingen aangaande het métabolisme van de hyperlipemie
van het nephrotisch syndroom. De aktieve deelname van de belangrijkste
weefsels (lever, vetweefsel en spierweefsel) in de storing van het méta-
bolisme van de lipiden en de fondamentale roi van het gestoord méta-
bolisme van de koolhydraten in het ontstaan van de nephrotische
hyperlipemie zijn er geillustreerd door een pathogeen schéma.



~T~His paper présents a study of the metabolic interrelations existing

between lipids and carbohydrates in the experimental nephrotic
syndrome. The technique used to induce nephrosis, led to a biological
picture comparable to that of human nephrosis : proteinuria, hypo-
proteinemia and severe hypoalbuminemia, marked increase in choles-
térol, phospholipid and glyceride concentration despite a normal level
of free fatty acids (FFA), and hypoglycemia.

The first part of the study concerns an isolated tissue (the diaphragm)
incubated in presence of different tracers.

Hydration of the nephrotic tissue was increased. In the nephrotic
diaphragm, there was much less glycogen, decreased glyceride content
(especially the triglycéride per cent), increased FFA content but normal
values of phospholipids and total proteins. Fast reduced markedly the
glyceride content but less in the nephrotic diaphragm than in the normal.
Prolonged incubation led to a marked increase in FFA release by hydro-
lysis of tissu glycerides ; the différence between normal and nephrotic
diaphragms disappeared when glucose or glycérophosphate was added
to the medium.

Diaphragms from normal and nephrotic rats have been incubated in
presence of varions labeled substrates.

In absence of glucose in the medium, the nephrotic diaphragm took
up an amount of palmitate comparable to that taken up by the normal
diaphragm but incorporation of fatty acid was much decreased in the
triglycéride fraction, giving evidence of a reduced estérification in
nephrotic rats. Addition of glucose or glycérophosphate to the medium
restored, by providing enough substrate, the capacity of estérification
for FFA. Nephrotic diaphragm is thus characterized by a deficiency in
glycérophosphate, deficiency which results from an alteration in glucose
utilization towards the lipid pathway.

Two types of chylomicrons labeled with palmitate-I-C** were used
(the first type containing 90 % of the radioactivity in the triglycéride
fraction, the second one only 40 %). The uptake of chylomicrons in-
creased in relation to incubation time and to the degree of hydrolysis
of the chylomicrons incubated. Différences appeared in partition of
activity between the different fractions of the tissue and also in connection
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with the degree of hydrolysis of the chylomicrons. These data demon-
strate that in nephrotic diaphragm, the processes of hydrolysis (leading
to release of glycerol and FFA) and of resynthesis (from the newly
available FFA) are much more important than in the normal diaphragm.
Both reaction rates appear to be enhanced in nephrotic rat diaphragm
and to dépend more actively from the nutritional State of the rat prior
to sacrifice and from the presence of glucose in the incubation medium.

In absence of glucose, normal and nephrotic diaphragms took up
an appréciable amount of labeled glycerol, contrasting with the absence
of glycerol uptake by adipose tissue. Addition of glucose apparently
reduced the amount incorporated in nephrotic diaphragms only. This
réduction could resuit either from a compétitive uptake between labeled
glycerol and cold glycérophosphate generated from glucose metabolism
or from the dilution of labeled glycérophosphate (after phosphorylation
of glycerol by glycerokinase) by a variable pool of cold glycérophos-
phate ; indeed the pool of glycérophosphate seemed to be sharply
reduced in nephrotic diaphragms.

Nephrotic diaphragms incorporated a same amount of labeled glu-
cose as normal diaphragms did and partition of activity in the varions
lipid fractions was also comparable in the 2 groups.

The major part of labeled leucine was found in the proteins. A small
activity of was however recovered in the glycerides of normal
diaphragm (after transformation in acetyl-CoA) ; less activity was présent
in the glycerides of nephrotic diaphragm, possibly by an increased
utilkation of acetyl-CoA to carbohydrates and to oxidation.

QCO2 and RQ of normal and nephrotic diaphragms were identical.

Diaphragms from normal and nephrotic rats oxidized a same amount
of palmitate-I-C"* but glucose tended to diminish significantly the
oxidation of palmitate in nephrotic diaphragm. The same amount of
glycerol-I-C™* was oxidized by both types of diaphragms ; the glucose
added to the medium brought no significant change in oxidation rate.
A larger amount of glucose-I-C" was oxidized by nephrotic dia-
phragms and pair-fed rat diaphragms than by diaphragms of normal
fed rats. Glucose is relatively more utilized in the respiratory process
of nephrotic diaphragm.

The second part of the study refers to «in vivo » metabolism of
normal and nephrotic rats.

Food intake plays an important role in the observed différences
between normal and nephrotic rats. Compared to pair-fed animais,
nephrotic rats showed a lower glycemia and a reduced muscular glycogen
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content. Moreover, pair-fed rat diaphragms incorporated an important
amount of the injected labeled palmitate, the larger part of it for tri-
glycéride synthesis whereas in nephrotic rats, the participation of FFA
in glyceride synthesis was dramatically reduced. Restriction in food
intake is thus unable to explain the metabolic différences observed
between normal and nephrotic rats.

Respiratory quotients of the two groups of animais were not dif-
ferent in the same nutritional State. On the contrary, basal metabolic
rate was much lower in nephrotic rats.

Nephrotic rat always excreted less COg than normal rat.
excrétion, observed during the first two hours after labeled palmitate
injection was much reduced in nephrotic rats. Excrétion cumulative
output ultimately became similar in both groups. During the first
24 hours, total output represented no more than 70 per cent of the
injected dose. The remaining activity must have been eliminated very
slowly.

Excrétion rate of after injection of glucose-I-C™ was higher
than after injection of glucose-6-C™ in normal as well as in nephrotic
rats. cumulative output was much more important in nephrotic
rats with both tracers. spécifie activity curves in nephrotic
animais showed a second peak ; this peak could resuit from the addition
of two or more oxidative pathways of different rates and probably from
increased participation of the glucuronic acid pathway in glucose
oxidation.

(9xidation rate of labeled bicarbonate in normal and nephrotic
rats was similar. This observation makes likely that the différences
observed in the oxidation of glucose between normal and nephrotic
rats could resuit from an alteration in glucose metabolism to the bicar-
bonate step and not from an altered bicarbonate metabolism.

Glucose space and glucose turnover rates were of the same order
of magnitude in both types of rats ; disappearance activity curves were
indeed identical in both groups during the first 40 minutes after tracer
injection.

In the conclusions, an attempt of synthesis about recent knowings
concerning the mechanism of nephrotic hyperlipemia is exposed. Ail
tissues — liver, adipose and muscular — take an active part in the alter-
ation of the lipid metabolism. The fondamental réle of a disturbance
in carbohydrate metabolism in the etiology of nephrotic hyperlipemia is
discussed. A pathogenic shema is presented.
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