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INTRODUCTION

L’obésité, caractérisée par un excés de masse grasse, représente un probléme
majeur de santé publique dans les pays industrialisés. Elle est devenue la premiére
maladie non infectieuse de I'Histoire, si bien qu’on entend souvent parler d’épidémie
a son égard. On dénombre en France environ 6 millions de personnes obéses. La
prévalence de cette pathologie est passée de 8,2% a 11,3% entre 1997 et 2003 chez
'adulte. Elle est aujourd’hui de 12,4% en 2006 (Enquéte ObEpi 2006). Les causes
sont diverses, génétiques, endocrinologiques, environnementales et/ou
comportementales. Les risques associes a I'obésité sont multiples. Les patients dont
l'indice de masse corporelle (IMC) est supérieur a 30 présentent frequemment les
trois facteurs de risque vasculaires suivants : diabéte non insulino-dépendant (ou de
type 2), hypertension et dyslipidémies. L’'obésité est aussi un facteur de risque pour
le développement de certains cancers : endométre, sein, prostate et colon (41). Il est
frappant de constater que I'obésité atteint également nos animaux de compagnie. Ce
probléeme fréquent est associé a de nombreuses co-morbidités telles que les
maladies orthopédiques, le diabéte de type 2, les dyslipidémies, les maladies
cardiorespiratoires, les désordres urologiques et de reproduction et certains cancers
(tumeurs mammaires, carcinomes des cellules transitionnelles) (50).

L’excés de poids est accompagné d'un ensemble d’anomalies métaboliques qui
prédisposent au développement du diabéte. Parmi les divers facteurs susceptibles
d'étre impliqués dans le développement du syndrome métabolique, les
concentrations d’acides gras (AG) libres plasmatiques sont considérées comme
acteurs majeurs dans la genése des divers troubles. De nombreuses anomalies du
métabolisme des AG sont a lorigine des concentrations élevées d’AG libres
plasmatiques chez l'obése et plus globalement du déséquilibre de la balance
énergétique en faveur des apports alimentaires, au détriment des dépenses. Les
dépenses énergétiques sont classiquement classées en trois groupes et rattachées
aux états (i) de maintien du métabolisme de base, (ii) de thermogenése adaptative et
(iii) de thermogenése induite lors d’un exercice. Si le lieu de stockage des lipides par
excellence est le tissu adipeux (TA), 'un des organes importants de la dépense
énergétique est le muscle squelettique.

Au sein de la cellule musculaire, la mitochondrie est le siege de I'oxydation des
substrats et de la production d’énergie par le mécanisme de phosphorylation

oxydative, assuré par 'ATP synthase au niveau de la membrane interne. En outre, la



membrane interne de la mitochondrie présente d’autres transporteurs protéiques
potentiellement impliqués dans la régulation de la dépense énergétique.

Les protéines découplantes sont capables de dévier le flux de protons généré par la
chaine respiratoire, produisant ainsi de la chaleur a la place de 'ATP. La premiere
protéine découplante, UCP1 (pour « uncoupling protein »), a été caractérisée dans le
tissu adipeux brun de rongeurs, un site de thermogenése adaptative jouant un réle
important dans le contréle du poids et de la température corporelle. UCP2 et UCP3
sont deux autres protéines découplantes structuralement comparables a UCP1.
UCP2 présente une expression ubiquitaire tandis qu'UCP3 est spécifique du muscle
squelettique chez ’lHomme. Ainsi, la protéine découplante UCP3 pourrait contribuer
au controle de la dépense énergétique dans les muscles squelettiques chez
’homme.

Ce travail concerne I'étude de la régulation de I'expression génique de l'isoforme
humaine de la protéine découplante UCP3. Différents laboratoires ont montré que
I'expression d’'UCP3 était régulée in vivo chez ’'Homme par les AG. Les mécanismes
moléculaires a l'origine de cette régulation sont étudiés afin de caractériser d’'une
part les séquences responsables de I'expression musculaire et d’autre part, celles
responsables des variations d’expression d’UCP3 par les nutriments et les

hormones.

Cette étude débutera par une partie bibliographique présentant les différentes étapes
du métabolisme des AG ainsi que les données sur les protéines découplantes et en
particulier UCP3 en matiére de régulation d’expression.

Dans la partie expérimentale sur modéle murin, la caractérisation de I'expression
d’UCP3 dans les muscles squelettiques a été entreprise dans une premiére étude
puis les effets du jeQine ainsi que ceux de la lactation et du sevrage sur I'expression

d’UCP3 ont été étudiés chez les jeunes et les adultes.
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PREMIERE PARTIE
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Dans ce chapitre le métabolisme des AG est rappelé dans une premiére partie puis
une présentation générale des protéines découplantes ainsi qu’'une étude spécifique

d’UCP3 seront présentés.
La présentation du métabolisme des acides gras présentée ci-aprés s’appuie sur

différentes sources bibliographiques (14, 36, 60, 147).
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Métabolisme général des acides gras

1- Présentation des acides gras et leurs différentes formes

Les acides gras appartiennent a la famille des lipides, molécules organiques
insolubles dans I‘eau, qui sont des constituants essentiels de I'organisme. Les acides
gras ont trois réles physiologiques principaux. lls sont tout d’abord des éléments
importants des glycolipides et des phospholipides, ces molécules étant des
composés constitutifs des membranes cellulaires. Deuxiemement, les dérivés
d’acides gras sont les précurseurs d’hormones intervenant dans la messagerie inter
et intra cellulaire. Enfin, les acides gras sont des molécules de stockage d’énergie

sous forme de triacylglycérol.

Les acides gras se présentent sous plusieurs formes.

La forme la plus simple est dite non estérifiée ou forme libre. L'acide gras est
composé d’'un groupement terminal acide carboxylique et d’'une chaine aliphatique
hydrophobe a nombre pair de carbones (cas général) dont la longueur varie de 4 a
30 atomes de carbone (Figure 1A). La chaine carbonée est rarement ramifiee, elle
peut étre saturée ou présenter une ou plusieurs doubles liaisons (Figure 1B). La
configuration des doubles liaisons dans les acides gras les moins insaturés est cis.
Dans les acides gras polyinsaturés, les doubles liaisons sont séparées par un
groupement méthyléne. La longueur et le degré d’'insaturation de la chaine carbonée
déterminent les propriétés des acides gras et des lipides qui en dérivent. Une courte
longueur de chaine et une insaturation augmentent la fluidité des acides gras et de
leurs dérivés. Ainsi les acides gras a courte chaine sont liquides a température
ambiante, alors que les acides gras pourvus de 10 atomes de carbone ou plus
tendent a étre plus solides. Il existe 4 systtmes de nomenclature des acides gras. Le
nom systématique provient du nom de lhydrocarbure apparenté. Les autres
nomenclatures reposent sur la numérotation des atomes de carbone (Figure 1E). Les
atomes de carbone 2 et 3 sont souvent appelés respectivement a et 3. Le carbone
du méthyle situé a I'extrémité distale de la chaine est appelé carbone w. Etant donné
leur caractére acide lié a la présence de la fonction carboxylique, au pH

physiologique, les acides gras sont ionisés.
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Figure 1 : Les différentes formes des acides gras.

A gauche, structures chimiques ; a droite, représentation en trois dimensions. Les atomes d’oxygéne,
d’hydrogéne et de carbone sont respectivement en rouge, blanc et gris. A, Acides gras saturé. B,
Acides gras insaturé. C, Triacylglycérol. D, Phospholipide. E, structure et nomenclature d’un acide
gras saturé. F, Formation d’un thioester de Coenzyme A. D’aprés www.cyberlipid.org (36)
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Les acides gras peuvent également se présenter sous forme estérifiée. Les
triglycérides ou triacylglycérols sont des triples esters d’acides gras et de glycérol
(Figure 1C). Il s’agit de molécules tres hydrophobes, constituant une forme
hautement concentrée de mise en réserve de I'énergie car elles sont anhydres et
réduites. Chez les mammiféeres, le site principal d’accumulation des triacylglycérols
est la gouttelette lipidique, localisée dans le cytoplasme des adipocytes. Les acides
gras se présentent également sous forme estérifiée dans les hétérolipides de type

glycérophospholipides ou de types sphingolipides (Figure 1D).

Les acides gras peuvent aussi se présenter sous forme activée, liés au coenzyme A
(CoA) par une liaison thioester. Cette réaction d’activation a lieu dans le cytoplasme,
nécessite de 'ATP et fait intervenir 'acylCoA synthétase, enzyme de la membrane
mitochondriale externe. Cette forme est absolument indispensable a ['utilisation

métabolique des AG (B-oxydation mitochondriale, réactions d’estérification...).

Enfin, les acides gras peuvent étre peroxydés. Les lipides des organismes vivants
sont particuliérement sensibles a l'oxydation, surtout ceux formés d’acides gras
polyinsaturés dans les membranes cellulaires. Les formes les plus réactives de
I'oxygéne peuvent initier directement la peroxydation lipidique. De nhombreux produits
sont générés lors de la peroxydation des lipides: dieénes conjugués, peroxydes,
aldéhydes, alcanes, dont la plupart sont cytotoxiques, athérogénes et mutagénes,
par exemple le 4-hydroxy-2,3-trans-nonénal (4HNE) impliqué dans I'activation des
protéines découplantes (cf. infra). De maniére générale, les produits de peroxydation
des acides gras sont toxiques pour la cellule car ils induisent des lésions
moléculaires de I'ADN et des protéines (enzymes) et déstabilisent I'organisation

architecturale des membranes cellulaires (induction de lyse cellulaire).

2- Synthése des acides gras

Les sites majeurs de la lipogenése sont les cellules de la muqueuse intestinale, le
foie, les tissus adipeux et, chez les mammiféres allaitants, la glande mammaire.
Chaque tissu a une fonction spécifique a cet égard. Les entérocytes traitent les
acides gras provenant de [lalimentation, tandis que le foie a un réle central
d’épurateur, en capturant et estérifiant les acides gras du plasma et en synthétisant
des acides gras de novo. Le tissu adipeux et la glande mammaire captent des acides

gras plasmatiques mais sont également capables de synthése de novo. Le principal
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site de synthése varie selon I'espéce. Chez les monogastriques, le foie en est le site
principal pour les oiseaux et 'lHomme, le tissu adipeux pour le porc, alors que chez le
rat les deux sites sont importants. Chez les ruminants, le tissu adipeux est le site

majeur de synthese des acides gras (157).

La biosynthése des acides gras répond a deux impératifs au niveau cellulaire : (i) la
fourniture des acides gras nécessaires a la synthése des lipides de structure et (ii) la
mise en réserve de |'énergie. La synthése des acides gras est entierement
cytosolique alors que leur dégradation est majoritairement intramitochondriale. Elle a
lieu dans le foie, le tissu adipeux (TA), le systéeme nerveux central et la glande
mammaire.
Toute biosynthése nécessite :

- de I'énergie apportée par 'ATP,

- du pouvoir réducteur, fourni sous forme de NADPH, H+, provenant

essentiellement du fonctionnement de la voie des pentoses phosphates,

- un précurseur, l'acétylCoA.

L’acétylCoA provient de :
- la Boxydation des acides gras (mitochondriale)
- l'oxydation du pyruvate (mitochondriale)

- la dégradation oxydative des acides aminés cétogénes.

L’acétylCoA, quelle que soit son origine est formé dans la mitochondrie. Pour servir
de précurseur dans le cytosol a la synthése des acides gras, il doit étre transporté de
la matrice mitochondriale vers le cytosol. Seul le radical acétyle est transporté a
travers la membrane interne par une navette citrate / L-malate (Figure 2).
Premierement, 'acétylCoA est condensé sur I'oxaloacétate par la citrate synthase,
dans la mitochondrie (premiére étape du cycle de Krebs). Puis, le citrate ainsi formé
est exporté dans le cytosol, il est alors scindé en oxaloacétate par la citrate lyase et
libére de l'acétylCoA. L'oxaloacétate est transformé en malate qui est utilisé par
'enzyme malique pour produire du pyruvate et du NADPH. Le pyruvate rentre dans
la mitochondrie ou il est transformé en acétylCoA (pyruvate déshydrogénase) ou en
oxaloacétate (pyruvate carboxylase) qui permet a nouveau la synthése du citrate. La
quantité d’acétylCoA et donc de citrate exporté de la mitochondrie est indirectement
reliée a l'entrée du pyruvate dans la mitochondrie par [l'utilisation d’un symport
pyruvate / H+.
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Figure 2 : Systéme citrate de transport du groupement acétyle vers le cytosol
pour la synthése des acides gras.

NADH: nicotinamide-adénine-dinucléotide (réduit)), NADPH: nicotinamide-adénine-dinucléotide-
phophate (réduit), CoA: coenzyme A, C.: carboxylase, DH.: déshydrogénase, S.: synthase, L.:
lyase, E.M. : enzyme malique.
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La synthése des AG commence par la carboxylation de I'acétylCoA en malonylCoA,
ATP dépendante, catalysée par l'acétylCoA carboxylase, une enzyme a biotine
(Figure 3). Le citrate stimule de maniére allostérique cette étape clé de la synthése
des acides gras. En période alimentaire, la synthese des AG est stimulée ; I'afflux de
glucose et les concentrations élevées d’insuline stimulent la formation de malonyl-
CoA par l'acétyl-CoA-carboxylase, ouvrant ainsi la voie de synthése des AG. En
situation de jelne, les faibles concentrations d’insuline et les concentrations élevées
de glucagon inhibent 'activité de cette enzyme.

Les intermédiaires dans la synthése des acides gras sont liés a une acyl carrier
protein (ACP). Dans une premiére étape, un résidu acétyl est transféré sur le thiol
d’'une cystéine d’'une des deux sous unités constitutives de 'AG synthase tandis que
le malonyl obtenu est transféré sur le bras ACP (Acyl Carrier protein) de I'autre sous
unité. Ce groupement prosthétique de I'enzyme est constitué par de la
phosphopantéthéine reliée a la sérine 36 de la sous unité par une liaison phospho
ester.

La décarboxylation spontanée du malonyl permet la condensation sur le résidu acétyl
et la libération de la cystéine alors que le Bcétobutyryl obtenu subit des réductions en
B sur le bras ACP qui pivote progressivement autour de la sous unité. Les
intermédiaires successivement obtenus sont le Bhydroxybutyrate (réduction de la
cétone) puis le fumaryl (géométrie en trans de la double liaison) et aprés
déshydratation, le butyryl ACP. A l'issue de ce premier tour, le groupement butyryl
est a nouveau transféré sur le thiol de la cystéine, ce qui libére le bras ACP sur
lequel un nouveau résidu malonyl va se greffer : par décarboxylation un groupement
Bcétoacyl a 6 carbones est obtenu sur le bras ACP qui subit a son tour les réactions
de réduction et de déshydratation. L’acyl obtenu est a nouveau transféré sur le thiol
de la cystéine. Ces cycles de condensation du malonyl par décarboxylation sur I'acyl
en cours d’élongation et de fréductions se poursuivent jusqu’a I'obtention dans le
cas général du palmityl. A ce moment, la thioestérase 1 sépare la molécule
néoformée du complexe enzymatique de l'acide gras synthétase. Au total, la
formation du palmitate (C16) a nécessité 7 tours de Préduction sur 'AG synthase
donc 7 malonyles (soit 7 ATP) et 14 NADPH. Les cellules épithéliales mammaires
des monograstriques (capables elles aussi de synthése de novo d’acides gras)
contiennent en revanche une thioestérase différente, par le fait qu’elle termine la
synthése de I'acide gras aprés I'addition de 8 a 14 carbones, libérant alors seulement

des acides gras a chaine moyenne.
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Figure 3 : Synthése des acides gras.

ACP, acyl carrier protein, NADPH, H" : nicotinamide-adénine-dinucléotide-phophate (réduit), NADP+ :

nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate (oxydé), CoA : coenzyme A.
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D’autres élongations et la formation de doubles liaisons sont assurées par d’autres
systémes enzymatiques localisés sur la face cytosolique des membranes du
réticulum endoplasmique. Comme pour la synthése du palmitate, les étapes
d’élongation résultent de la condensation d’'unités malonyles sur le carboxylate par
décarboxylation suivie des étapes de réduction et de déshydratation, mais elles font
intervenir des enzymes distinctes alors que I'AG synthase assure toutes les fonctions
catalytiques. Des systémes enzymatiques localisés dans les péroxysomes et les
mitochondries assurent la formation de doubles liaisons dans les acyl-CoA a longue
chaine. Ces désaturases utilisent 'O, comme agent oxydant et une chaine
d’oxydoréduction composée de NAD(P)H / FAD(H;) / cytochrome b et le couple
Fe?'/Fe** de 'enzyme. La réduction préalable de O, en anion superoxyde permet
d’arracher 2 H* et deux électrons () pour conduire a la formation d’un alcéne en cis
et a la libération de Hy0O,. Les mammiféres ont perdu les enzymes permettant
d’introduire des doubles liaisons aux atomes de carbone au dela de C9 dans une
chaine d’acide gras. Les acides gras qu’ils ne sont donc pas capables de synthétiser

par voie endogéne sont dits essentiels et doivent étre apportés par 'alimentation.

3- Devenir des acides gras
3.1- Transport des acides gras

Transport des acides gras dans 'organisme

Qu’ils soient néoformés ou d’origine digestive, les acides gras sous leurs différentes
formes sont principalement transportés dans le plasma sanguin et la lymphe sous
forme de lipoprotéines. De structure globulaire, ces agrégats macromoléculaires
sont constitués d’'un coceur hydrophobe contenant essentiellement des triglycérides et
des esters de cholestérol, enrobés d’'une couche de lipides polaires constituée de
phospholipides et de cholestérol libre. Des protéines spécifiques, nommeées
apoprotéines, a la surface des lipoprotéines assurent la stabilité de la macromolécule
et en contrélent le devenir métabolique. Initialement isolées en fonction de leur
densité, chaque lipoprotéine se caractérise a la fois par la proportion des différents
lipides qui la composent et par les apoprotéines qu’elle contient. Elles se groupent en
plusieurs classes selon leur origine, leur composition chimique et propriétés
physiques. Les lipoprotéines majeures sont :

- les chylomicrons synthétisés par les entérocytes
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- les VLDL (very low density lipoproteins) synthétisées dans le foie
- les IDL (intermediate density lipoprotein) et les LDL (low density lipoproteins)
obtenues dans le sang a partir des VLDL
- les HDL (high density lipoproteins) synthétisées par les cellules périphériques.
Les triglycérides sont transportés principalement par les chylomicrons et les VLDL.

Le cholestérol et les phopholipides sont prépondérants dans les LDL et les HDL.

On appelle voie exogeéne, la voie de transport vers le foie des acides gras provenant
de l'alimentation et absorbés dans l'intestin. Aprés avoir été hydrolysés par des
lipases (lipase pancréatique et phospholipases) les lipides se retrouvent dans
l'intestin sous forme de micelles mixtes contenant des acides gras et des 2-mono-
acylglycérols (Figure 4). Ces micelles sont absorbées par les entérocytes. Dans la
cellule, les acides gras sont pris en charge par un transporteur spécifique qui les
achemine dans le réticulum endoplasmique lisse. lls sont rejoints par les 2-mono-
acylglycérols qui ont la capacité de traverser par diffusion passive. Les acides gras
sont reestérifiés en triacylglycérol par les enzymes du réticulum endoplasmique et
associés a des apolipoprotéines de type B48 pour former des chylomicrons libérés
dans la veine porte et dans la lymphe. C’est sous la forme de triacylglycérol que les
acides gras sont transportés vers le tissu adipeux et les tissus utilisateurs. Du
cholestérol exogéne peut également étre associé aux chylomicrons en formation
dans les entérocytes. Au sein de ces cellules, les triacylglycérols et le cholestérol
sont couplés aux apoprotéines pour former des chylomicrons. La protéine de
transfert microsomale des triglycérides est indispensable a cet « empaquetage ». Les
chylomicrons quittent I'entérocyte par exocytose, pénétrent dans les chyliferes des
villosités intestinales et parviennent au sang par voie lymphatique. Une fois dans la
circulation sanguine, ces lipoprotéines de grande taille constituées a 98% de lipides
dont 90% de triglycérides, s’attachent progressivement a la paroi des capillaires ou
une lipoprotéine lipase les débarrasse de leurs triglycérides en les hydrolysant en
acides gras et 2-mono-acylglycérols. Cette enzyme est régulée d’'une part, par un
activateur allostérique Cll issu des HDL de la circulation générale et d’autre part, par
les héparines (« facteurs clarifiants ») qui favorisent la migration extracellulaire de
cette enzyme. Les chylomicrons résiduels (« remnant chylomicron ») retournent dans
le flux sanguin et sont capturés par le foie. Les acides gras et quelques mono-
glycérides pénétrent dans les cellules adjacentes (musculaire ou adipeuse) par
diffusion grace au gradient de concentration entre les deux compartiments ou avec

'aide de protéines spécialisées. Cette voie de transport concerne la majorité des
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triglycérides, ceux constitués d’AG a chaine longue (supérieure a 12 carbones) et les
phospholipides. En revanche, les triglycérides constitués d’AG a chaine courte
(inférieure a 12 C) peuvent étre absorbés intacts avec ou sans lintervention de
lipases. Dans I'entérocyte, ces AG ne sont ni réestérifiés, ni incorporés dans les

chylomicrons, et passent directement dans le sang portal sous forme d’AG libres.
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Figure 4 : Transport des acides gras et du cholestérol dans I’organisme.

TG : triglycéride, LPL : lipoprotéine lipase, VLDL : very low density lipoprotein, LDL : low density
lipoprotein, LDLgr: récepteur au LDL, IDL : intermediary density lipoprotein, HDL : high density
lipoprotein.
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La seconde voie de transport des acides gras est dite voie endogéne car elle
concerne les différentes formes d’acides gras néoformés mais aussi le cholestérol.
Le transport sanguin des lipides endogénes comporte deux circuits opposés :

- un circuit hépatofuge, transportant des TG et du cholestérol, du foie vers les

tissus ; il est assuré par les lipoprotéines VLDL, IDL et LDL
- un circuit hépatopéte ramenant le cholestérol excédentaire des tissus vers le
foie ; il est assuré par les lipoprotéines HDL.

Dans le circuit hépatofuge, les VLDL natives, synthétisées dans le foie a partir de
TG, de phospholipides et de cholestérol, et entourées d’Apo B (B100, synthétisées
par le foie) sont sécrétées dans le sang par exocytose (Figure 4). Dans le sang, elles
s’enrichissent en esters de cholestérol, apos C (C2, C3) et en ApoE venant des HDL.
Dans les capillaires sanguins, les VLDL sont hydrolysées par la lipoprotéine lipase
comme les chylomicrons. Les acides gras ainsi libérés sont destinés au stockage au
sein du tissu adipeux et a la production d’énergie via la [-oxydation dans les
muscles. En s’appauvrissant en TG, les VLDL se transforment en IDL. Les IDL se
transforment a leur tour en LDL, en perdant des TG et gagnant des esters de
cholestérol. Une fraction (environ 50%) des LDL se fixe sur des récepteurs
spécifiques appelés « récepteurs des LDL » ou « récepteurs aux Apo B/E ». Elles
pénétrent alors dans les cellules par endocytose ou a lieu I'hydrolyse des stérides et
la libération du cholestérol. Ce dernier participe a la structure des membranes
cellulaires et des tissus nerveux. La fraction restante est recaptée par le foie.
Comme le circuit hépatopéete concerne essentiellement le cholestérol, il ne sera pas
décrit dans ce paragraphe.
Enfin, les acides gras synthétisés par le tissu adipeux ou relargués suite a la lipolyse

sont transportés dans le sang liés a I'albumine.

Transport péri- et intra-cellulaire des acides gras a longue chaine

(AGLC)
Depuis la circulation sanguine les AGLC doivent traverser I'endothélium, I'espace
interstitiel, la membrane plasmique et la membrane mitochondriale dans le cas de
leur oxydation. Ce transport se fait de maniére passive (flip-flop) ou par un
mécanisme saturable, dépendant de protéines plus ou moins associées a des
domaines membranaires spécifiques appelés « rafts lipidiques ». Plusieurs protéines

liant les acides gras sont impliquées dans ce trafic :
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- deux protéines de liaison des AG, la premiére sur la membrane plasmique,
FABPpm (plasma membrane-bound fatty acid binding protein) et la seconde
cytosolique, FABPc (cytosolic fatty acid binding protein)

- une translocase des acides gras, FAT/CD36 (fatty acid translocase, FAT)

- deux protéines de transport des acides gras: LBP (lipid binding protein) et
FATP (fatty acid transport protein).

- une autre protéine de liaison cytoplasmique, ACBP (cytoplasmic acyl-CoA
binding protein).

La translocase FAT/CD36 faciliterait le passage des AGLC a travers la membrane du
capillaire sanguin (Figure 5). Les AGLC seraient alors directement transportés a
travers la membrane plasmique par des complexes FATP ou alternativement,
d’abord accumulés a la surface de la membrane par liaison avec FAT/CD36, qui les
présenterait ensuite a FATP (146). Ehehalt et al. (42) proposent également un
modeéle dans lequel les AGLC seraient captés et accumulés au niveau de la
membrane plasmique par des molécules adaptatrices telles que FAT/CD36 et
FABPpm. Par ces liaisons, ces complexes pourraient glisser au sein de rafts
lipidiques ou le processus de translocation aurait lieu. Cette diffusion facilitée pourrait
faire intervenir d’autres protéines présentes dans cette structure membranaire
particuliere. Ces deux modeéles postulent que les différents transporteurs opérent en
créant un environnement spécial autour de la membrane plasmique, favorable au
transport du substrat.

Le transport intracellulaire des AGCL est assuré par FABPc et ACBP. Ces protéines
empéchent les acides gras de se lier aux phospholipides membranaires et les
orientent vers la mitochondrie. Enfin, le passage dans la mitochondrie peut étre
facilité par FAT/CD36, récemment découvert dans la membrane de I'organite (12).
De maniere générale, il pourrait exister des redondances entre ces différents
transporteurs. Cependant il n’est pas exclu que leur action soit coordonnée ou

coopérative.
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Figure 5 : Transport cellulaire des acides gras.

AGCL : acide gras a longue chaine, VLDL : very low density lipoprotein, TG : triglycérides, LPL :
lipoprotéine lipase, Alb : albumine, Albg. récepteur de I'albumine, CD36 : transporteur d’acides gras
CD36, LBP : lipid binding protein, FATP : fatty acid transport protein, FABPm : membrane fatty acid
binding protein, ACS : acyl-CoA synthétase, CoA : coenzyme A, ACBP : cytoplasmic acyl-CoA binding
protein, FABPc : cytoplasmic fatty acid binding protein. D’aprés Bente Kiens (77).
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3.2- Stockage adipocytaire des acides gras et sécrétion

Les triglycérides représentent la forme de stockage des acides gras. La biosynthése
des triglycérides a lieu au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique
(Figure 6). lls sont fabriqués dans les cellules adipeuses mais également dans les
hépatocytes et les entérocytes.

Dans le foie, le glycérol est phosphorylé en glycérol-3-phosphate par la glycérol-
kinase. En revanche, le tissu adipeux n’exprime quasiment pas cette enzyme ; le
glycérol-3-phosphate  provient alors seulement de la réduction de la
phosphodihydroxyacétone obtenue pendant la glycolyse anaérobie.

Les acides gras destinés au stockage proviennent des chylomicrons et des VLDL
hydrolysés par la lipoprotéine lipase endothéliale. Dans le cytoplasme, les acides
gras sont activés en acyle-CoA. La synthése en elle méme comporte trois étapes.
Premieérement, deux acyles-CoA réagissent sur le glycérol-3-phosphate pour former
un acide phosphatidique, ces réactions d’estérification étant catalysées par des acyl
tranférases. La troisieme réaction d’estérification nécessite au préalable I'hydrolyse
de l'ester phosphate en 3 par une phosphatase conduisant a la libération de I'alcool
primaire ; le diacylglycérol (DAG) obtenu réagit ensuite avec un troisieme acylCoA
pour former un triglycéride (réaction catalysée par une troisieme acyl transférase).
Les triglycérides sont libérés dans le cytosol sous forme de gouttelette lipidique ou
dans la lumiére du réticulum endoplasmique. Dans les adipocytes, ces gouttelettes
fusionnent et migrent vers les grands globules lipidiques centraux. Dans les cellules
hépatiques et intestinales, les triglycérides sont enveloppés d’'une couche de
protéines.

Ce stockage est régulé. En période alimentaire, I'apport en nutriments et
I'hyperinsulinémie amplifient les réactions d’estérification par activation des acyl

transférases. En situation de jelne, ces réactions sont inhibées.
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Figure 6: Synthése des triglycérides, stockage adipocytaire des acides gras

VLDL : very low density lipoprotein, TG : triacylglycérol, LPL : lipoprotéine lipase, AG : acide gras,
ACS : acyl-CoA synthétase, RE: réticulum endoplasmique, GPAT : glycérol-3-phosphate-acyl-
transférase, AGPAT : lysophosphatidate acyl-transférase, PPH-1: phosphatidate hydratase 1,
DGAT : diacylglycérol-acyl-transférase, MGAT : monoacylglycérol-acyl-transférase.
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Le tissu mammaire peut extraire des acides gras depuis les capillaires sanguins qui
serviront de précurseur pour la syntheése de novo d’autres acides gras ou pour leur
estérification en triacylglycérol. Les acides gras prélevés proviennent de I'’hydrolyse
des triglycérides des chylomicrons ou VLDL par la lipoprotéine lipase localisée sur la
paroi vasculaire et possiblement a la face basolatérale de la cellule épithéliale
mammaire (137). Le transporteur FAT/CD36 serait impliqué dans ce transport (9). Au
sein de la cellule épithéliale mammaire, les acides gras sont pris en charge par
FABPc et ACBP. lls sont ensuite activés et dirigés vers le réticulum endoplasmique.
lls y sont rejoints par le glycérol-3-phosphate pour étre estérifiés en triacylglycérol.
Ces derniers sont relargués dans le cytosol sous forme de petites gouttelettes
lipidiques, qui aprés maturation, forment une gouttelette mature. Elle est sécrétée a
la surface apicale de la cellule épithéliale mammaire par un procédé d’exocytose
résultant d’'une encapsulation par une membrane (la membrane du globule gras du

lait) en partie dérivée de la membrane plasmique apicale (92).

3.3- Catabolisme des acides gras

L’'oxydation des acides gras a lieu dans la mitochondrie et conduit a la formation

d’acétyl-CoA et de coenzymes réduits NADH, H" et FADH,. Seuls le cerveau et les

cellules glucodépendantes comme les globules rouges ne peuvent pas utiliser les

acides gras. Leur passage dans la mitochondrie est un élément régulateur essentiel :
- ils doivent étre activés en acyl-CoA

- les acyl-CoA a longue chaine ( >12C), qui sont les plus nombreux, nécessitent

un systéme de transport enzymatique carnitine dépendant, alors que les acyl-

CoA a courte et moyenne chaine (<12C) peénétrent facilement dans la

mitochondrie par simple diffusion.

Les acides gras sont activés par thioestérification avec le Coenzyme A (HSCoA).
L’activation est catalysée par I'acyl-CoA synthétase localisée a la face interne de la
membrane mitochondriale externe. La réaction est la suivante :

R-CH,-COOH + ATP + HSCoA - R-CH,-CO[SCoA + AMP + PPi
Au cours de la réaction, 'ATP subit une coupure libérant le pyrophosphate et TAMP.
Le pyrophosphate est hydrolysé par une pyrophosphatase pour apporter I'énergie
complémentaire a la formation de la liaison thioester. L’AMP est ensuite

rephosphorylé en ADP puis en ATP par 'adénylate kinase. Les acides gras a courte
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et moyenne chaine (<12C) peuvent étre transportés directement dans la matrice et y

subir leur activation par une acyl-CoA synthétase matricielle.

Sous la forme d’acyl-CoA, les acides gras a longue chaine (>12C) ne peuvent
traverser la membrane mitochondriale interne. Le transport mitochondrial de ces
acyles s’effectue par l'intermédiaire de la carnitine, implique trois enzymes et permet
de séparer physiquement les stocks cytoplasmiques et mitochondriaux de CoASH
(Figure 7) :

- la carnitine-acyl-CoA-transférase 1 (CAT1) assure le transport des acyl-CoA.
Elle transfére des acyles issus des esters de coenzyme A cytoplasmiques sur
la fonction alcool de la carnitine. Elle est localisée sur le feuillet externe de la
membrane interne mitochondriale ; c’est I'étape régulatrice : carnitine + acyl-
CoA - acyl-carnitine + HSCoA.

- la carnitine-acyl-CoA-translocase assure le transport de I'acyl-carnitine au
travers de la membrane interne mitochondriale et [I'échange avec une
carnitine libre.

- la carnitine-acyl-CoA-transférase 2 (CAT2), localisée sur le feuillet interne de
la membrane interne mitochondriale, tranfére I'acyle de I'acyl carnitine sur le
coenzyme A de la matrice mitochondriale: acyl-carnitine + HSCoA -

carnitine + acyl-CoA.
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Figure 7: Activation des acides gras et transport du groupement acyle dans la
matrice mitochondriale par la carnitine.

AGLC : acide gras a longue chaine, AGMC : acide gras a moyenne chaine, AGCC : acide gras a
courte chaine, ACS : acyl-CoA synthétase, CAT1 : carnitine-acyl-transférase 1, CAT2 : carnitine-acyl-
transférase 2, AMP : adénosine mono phosphate, PPi : pyrophosphate, ATP : adénosine triphosphate,
CoA: CoenzymeA, NADH : nicotinamide-adénine-dinucléotide (réduit), FADH,: flavine-adénine-
dinucléotide (réduit).
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Dans la majorité des cas, 'oxydation des acides gras se situe sur le carbone 3 ou

carbone 3 de l'acide gras (Figure 2). La séquence des réactions d’oxydation des

acides gras se déroule en quatre étapes, appelée tour, qui raccourcit I'acyl-CoA de

deux carbones et libére un acétyl-CoA (Figure 8). Pour un acide gras a n carbones,

(n-1) tours seront nécessaires pour son oxydation compléte en n acétyl-CoA.

Les quatre étapes sont :

- premiére oxydation d’un acyl-CoA a nC par des acyl-CoA-déshydrogénases

(flavoprotéines a FAD) produisant un dérivé insaturé, le Axtrans-énoyl-CoA et
un FADH; :

R-CH2-CH2-CH2-CO[SCoA + FAD - R-CH,-CH=CH-CO[SCoA (trans) + FADH;

- hydratation de la double liaison par I'énoyl-CoA-hydratase produisant le [3-
hydroxy-acyl-CoA
R-CH;-CH=CH-COSCoA + H,0 - R-CHOH-CH,-COSCoA

- deuxiéme oxydation par la [hydroxy-acyl-CoA-déshydrogénase qui produit
un B-cétoacyl-CoA et un NADH,H*
R-CHOH-CH,-COSCoA + NAD" - R-CO-CH,-COSCoA + NADH,H"

- clivage du B-cétoacyl-CoA, aprés le carbone 3, par la thiolase qui libére I'acyl-
CoA raccourci (n-2) et un acétyl-CoA
R-CO-CH,-CO[SCoA + HSCoA - CH3-COSCoA + R-COSCoA

Ce cycle se répéte n fois, décrivant une hélice dite de Lynen. Chaque cycle
d’oxydation libére une grande quantité d’énergie potentielle : 1 acétyl-CoA, 1 FADH,
et 1 NADH,H". Les acétyl-CoA sont oxydés dans le cycle de Krebs et les coenzymes
réduites par la chaine respiratoire.

Les rares acides gras a nombre impair de carbones sont oxydés par les mémes
enzymes, jusqu’a la formation du résidu restant a 3C, le propionyl-CoA, converti en

succinylCoA qui rejoint le cycle de Krebs.
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Figure 8: Séquence de réactions de la béta-oxydation des acides gras.

CoA : Coenzyme A, FAD : flavine-adénine-dinucléotide (oxydé), FADH2 : flavine-adénine-dinucléotide
(réduit), H,O: eau, NAD": nicotinamide-adénine-dinucléotide (oxydé), NADH,H" : nicotinamide-
adénine-dinucléotide (réduit)
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Les acides gras insaturés sont dégradés de la méme fagon que les acides gras
saturés aprés leur activation et leur liaison au coenzyme A. Cependant deux
enzymes, une isomérase et une épimeérase sont nécessaires pour l'oxydation
compléte de ces acides gras.

Pour les acides gras saturés a trés longue chaine (>18C), il existe une oxydation
préalable dans les péroxysomes. La [(-oxydation peroxysomale résulte également
d'un relargage de deux groupes acétyls des acides gras. Bien que les enzymes
impliquées soient différentes de celles de la mitochondrie, les transformations
chimiques des acides gras sont les mémes. La premiére différence entre oxydation
mitochondriale et péroxysomale est la nature du substrat initial. Les acides gras
oxydés dans le péroxysomes ont des chaines bien plus longues que ceux oxydés
dans la mitochondrie. Deuxiemement, aucun systéme de transport n’est requis par
les acides gras a trés longue chaine pour entrer dans le péroxysome, ils y diffusent
simplement. Dans les deux voies, les acides gras sont activés par liaison au
coenzyme A. Dans la mitochondrie, la premiére réaction forme du FADH, qui apporte
des électrons de haute énergie a la chaine respiratoire, contribuant a la formation
d’ATP. Dans le péroxysome, la premiére réaction utilise le FAD comme cofacteur
mais ne produit pas de FADH; et ne contribue donc pas a la synthese d’'ATP. A la
place, du peroxyde d’hydrogéne est formé ; il est ensuite converti en eau et oxygéne
par des catalases. Les enzymes des réactions suivantes sont des protéines issues
de geénes distincts bien qu’elles catalysent les mémes réactions que dans la
mitochondrie. Le NADH et I'acétyl-CoA produits dans le péroxysome sont exportés
hors de l'organite alors que ces composeés restent dans la matrice aprés I'oxydation
mitochondriale. Ces acides gras raccourcis de 12 a 14C poursuivent alors leur

oxydation dans la mitochondrie.

Alors que la voie majeure d’oxydation des acides gras se situe sur le carbone 3, des
voies meétaboliques mineures telle l'w-oxydation contribuent également au
métabolisme des acides gras. L'w-oxydation a lieu préférentiellement dans le
réticulum endoplasmique plutét que dans la mitochondrie, site de la [3-oxydation.
Dans I'acide gras, le carbone w est celui de I'extrémité méthyle (Figure 9). Durant I'e>-
oxydation, ce carbone est oxydé premiérement en un alcool primaire par une
oxydase P450 dépendante puis l'alcool est a son tour oxydé soit par une double
déshydrogénation en acide carboxylique grace a une alcool déshydrogénase et une
aldéhyde déshydrogénase soit par 'oxydase P450 dépendante. Si le substrat initial

est un acide gras a longue chaine, I'acide carboxylique résultant pourra entrer dans
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la voie de (-oxydation pour étre raccourci d’'un résidu acétylCoA a chaque extrémité
en méme temps. Quand la B-oxydation est compléte, le produit généré est un acide
carboxylique a courte chaine, type succinate ou adipate. Le succinate entre alors

dans le cycle de Krebs tandis que I'adipate se retrouve dans la circulation sanguine.

CH,-(CH,),-cO0" |

NADPH, O,
Oxydase (O, NADPH, P ;)
NADP*
CH,OH-(CH,),-COO- |
T NAD*, B
Oxydase (02, NADPH, P,s;) C
v NADH, BH*

O=CH-(CH,)n-COO- |

A

NAD*, B
Oxydase (02, NADPH, P,5) l C Aldéhyde déshydrogénase

NADH, BH*

-00C-(CH,),-COO- |
I B-oxydation

-~

-00C-(CH,),-COO- I -7 S~ - -00C-(CH,),-COO- I
Succinate Adipate
v V
Cycle de Krebs Flux sanguin

Figure 9: Etapes de I'w oxydation.

NADPH : nicotinamide-adénine-dinucléotide-phophate  (réduit), NADP": nicotinamide-adénine-
dinucléotide-phosphate  (oxydé), NAD": nicotinamide-adénine-dinucléotide (oxydé), NADH :
nicotinamide-adénine-dinucléotide (réduit). D’apres Biocarta, www.biocarta .com.
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L’origine des acides gras présents dans 'organisme est soit exogéne (AG provenant
de I'alimentation) soit endogéne (synthése de novo dans le foie, le tissu adipeux et la
glande mammaire) (Figure10). Les AG d’origine exogene transitent dans la lymphe
ou le sang veineux sous différentes formes de transport, associés a des protéines
(chylomicrons, VLDL) avant d’étre distribués aux différents organes via la circulation
générale sous forme non estérifiée. Les AG endogénes sont également exportés
sous forme non estérifiece (NEFA). Le tissu adipeux, les muscles et la glande
mammaire en période de lactation représentent les organes utilisateurs d’AG. Au
sein des muscles, les AG provenant du flux sanguin ou de la transformation des
corps cétoniques (biosynthése endogéne) issus du foie sont alors utilisés pour fournir
de I'énergie (B-oxydation), mais peuvent également étre stockés sous forme de TG.
Bien que les muscles puissent stocker des AG dans certaines conditions le lieu
principal de stockage des AG demeure le tissu adipeux. L’acétate peut aussi étre
converti en AG dans le tissu adipeux et contribuer a la mise en réserve sous forme
de TG. En période de lactation les AG plasmatiques sont exportés vers la glande
mammaire ou ils rentrent dans la composition du lait.

En situation physiologique une « communication inter-organes » maintient I'équilibre
entre les différentes formes d'AG (transport, stockage...) assurant ainsi
’lhoméostasie lipidique plasmatique. En revanche, I'obésité est caractérisée par un
déséquilibre dans le métabolisme des AG. Ces derniers sont stockés de maniére
excessive au sein du TA et les sujets obéses présentent des concentrations élevées
d’AG plasmatiques qui ont des conséquences physiopathologiques sur des organes
comme le foie ou les muscles. Les capacités de métabolisation des AG par les

muscles sont ainsi diminuées par rapport aux apports alimentaires.
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Figure 10: Vue générale du métabolisme des acides gras.

AG : acide gras, TG : triglycéride, AGMC : acide gras a moyenne chaine, AGLC : acide gras a longue
chaine, VLDL : very low density lipoprotein, AGNE : acide gras non estérifié, ATP : adénosine

triphosphate.

36



Les protéines découplantes

1- Historique et phylogénie

La synthése mitochondriale d’ATP a partir d’ADP, issue du flux d’électrons depuis
des substrats réduits (majoritairement le NADH) vers [|'oxygéne, définit la
phosphorylation oxydative (Figure 11). Peter Mitchell a proposé un modéle dans
lequel 'oxydation de la chaine de transport des électrons est couplée au pompage
de protons depuis la matrice mitochondriale, pour générer une force protomotrice (ou
différence de potentiel électrochimique des protons) permettant le retour ultérieur des
protons dans la matrice. La traversée de la membrane mitochondriale interne
s’effectue de maniere spécifique par la sous unité FO, appelée « canal », de 'ATP
synthase. La fixation d’'un proton sur cette sous unité conduit non seulement au
passage de l'ion mais aussi a l'activation des sous unités catalytiques F1 qui
catalysent la phosphorylation de 'ADP (102).

La production d’ATP est étroitement couplée a [l'oxydation des métabolites
énergétiques via la chaine respiratoire et le gradient mitochondrial de protons. Le
gradient de protons est régulé par le niveau d’activité de la chaine respiratoire. Celle-
ci est modulée par les concentrations en oxygéne, en ADP et en coenzymes réduits
(NADH, FADH,). Une diminution des rapports NAD*/NADH et ATP/ADP active le
fonctionnement de la chaine respiratoire et donc la synthése d’ATP. L’anoxie en
revanche freine, voire bloque le métabolisme oxydatif mitochondrial. Quand le
gradient de protons est élevé, il inhibe le pompage des protons par la chaine
respiratoire et diminue l'oxydation des substrats. Cependant, la mitochondrie
consomme encore de I'oxygéne quand la phosphorylation de I'ADP est inhibée, et
cette observation démontre que le couplage de la respiration a la production d’'ATP
n'est pas parfait. En effet, IATP synthase n’est pas le seul moyen de dissiper le
gradient de protons mitochondrial. La fuite de protons est un événement biophysique
des bicouches protéolipidiques soumises a un gradient de protons élevé (19). Les
protons peuvent retourner dans la matrice en court-circuitant 'ATP synthase, et en
convertissant directement I'énergie de la force protomotrice en chaleur grace a
I'utilisation d’autres transporteurs tels que le symport pyruvate/H" ou les protéines
découplantes (UCP) (Figure 11). La fuite de protons représente jusqu’a 50% de la
dépense énergétique de base pour des préparations de muscles squelettiques de
rats perfusés (20, 117).
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Figure 11: Chaine respiratoire mitochondriale

A, principe de la phosphorylation oxydative. B, principe du découplage de la phosphorylation
oxydative. En vert, trajet électronique ; en noir, trajet de protons ; en pointillés, fuite des protons.
NADH,H+ : nicotinamide-adénine-dinucléotide (réduit), NAD : nicotinamide-adénine-dinucléotide
(oxydé), FADH2 : flavine-adénine-dinucléotide (réduit), FAD : flavine-adénine-dinucléotide (oxydé),
ADP : adénosine diphosphate, Pi: phosphate inorganique, ATP : adénosine triphosphate, ClI:
complexe | formé par FMN/protéines FeS, CIl: complexe Il formé par la succinate
déshydrogénase/protéines FeS, ClIl : complexe Il formé par les cytochromes b2, b5 et protéines FeS,
CIV : complexe IV formé par les cytochromes a et a3, CoQ : coenzyme Q, CytC : cytochrome C
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L’étude de la graisse brune inter-scapulaire des rongeurs a conduit a I'identification
d’UCP1, protéine découplante spécifique de la membrane interne mitochondriale
(115, 117). Un engouement considérable au sein de la communauté scientifique est
né pour UCP1. En effet, le découplage de la phosphorylation oxydative peut
présenter des bénéfices physiologiques importants. Une conséquence majeure du
découplage de la respiration est l'activation de l'oxydation des substrats et la
dissipation de I'énergie de ces réactions sous forme de chaleur. En terme de
physiologie, le découplage de la respiration et la dissipation d’énergie sous forme de
chaleur sont des processus importants dans le systéme de balance énergétique et
du contréle du poids corporel, et représentent une ligne de recherche majeure pour
les maladies métaboliques telle que l'obésité. Ces réactions sont précisément
observées lors de l'activité d'UCP1 dans le tissu adipeux brun (TAB) chez les
animaux exposés au froid, chez les mammiféres nouveau-nés ou chez les
mammiféres sortant d’hibernation. On voyait en elle une cible idéale pour augmenter
la dépense énergétique chez I'homme et traiter I'obésité. Cependant le corps
scientifique a longtemps estimé que 'homme ne possédait pas a I'dge adulte de tissu
adipeux brun et donc d’'UCP1. La revue de littérature de Nedergaard en 2007 (101)
ainsi que trois articles nouvellement publiés dans le New England Journal of
Medicine aménent la preuve de la présence de tissu adipeux brun actif chez ’'homme
adulte, en bonne santé et ravive les espoirs des chercheurs quant a la modulation de
la dépense énergétique chez les patients obéses (37, 156, 162).

En 1997, les protéines découplantes UCP2 et UCP3 homologues a la protéine UCP1
ont été clonées. UCP2 a été identifiée en recherchant dans des banques de données
EST (expressed sequences tags) des séquences ayant une forte homologie avec
UCP1. Le clonage a été réalisé a l'aide de banques d’ADNc issus de poumons, de
muscles squelettiques (47) ou de rates (52). UCP3 a été clonée peu de temps apres
UCP2 (17, 161). Des ARN totaux de muscles squelettiques de rat ont été amplifiés
par RT-PCR avec des amorces choisies dans des domaines conservés d’'UCP1 de
rat. Les fragments obtenus ont été séquencés, ce qui a permis lidentification
d’'UCP3. Ces ADNCc ont ensuite été utilisés comme sondes afin de rechercher UCP3
dans une banque d’ADNc de muscles squelettiques humains (17). La protéine UCP2
est homologue a 59% a la protéine UCP1. La protéine UCP3 est homologue a 57% a
la protéine UCP1 et a 73% a la protéine UCP2. Suite a l'identification d’'UCP2 et
d’UCP3, de nouvelles protéines découplantes ont rapidement été identifiées aussi
bien chez les animaux que chez les plantes. En 1998, Sanchis et al. décrivent, dans

le systeme nerveux central (SNC) mais aussi a un niveau moindre dans d’autres
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tissus des rongeurs et de 'Homme, une nouvelle protéine découplante nommée
BMCP1 (brain mitochondrial carrier protein 1) également appelée UCP5 (123). Cette
protéine pourrait étre impliquée dans la modulation du ratio ADP/ATP ou du niveau
de radicaux réactifs de l'oxygéne (ROS). Dans le méme temps, une équipe
américaine identifie et caractérise partiellement une nouvelle protéine mitochondriale
spécifique du cerveau et qu’ils nomment UCP4 en raison de son homologie avec
UCP3 et son activité découplante dans les cellules de mammiféres. UCP4 pourrait
étre impliquée dans la thermorégulation au sein du cerveau, ou bien dans les
phénoménes d’apoptose induits par les ROS (88). Cependant, une étude récente
tend a réfuter lI'implication des protéines découplantes du SNC (UCP2, UCP4 et
BMCP1) dans les processus de thermogenése de non-frisson (production de chaleur
indépendante des contractions musculaires involontaires). Ces protéines, dont
l'activité découplante ne serait pas constitutive comme UCP1, pourraient étre
activées par les ROS. Leur activité pourrait profondément moduler la fonction
neuronale. En régulant la biogenése mitochondriale (formation des mitochondries),
les flux de Ca*" et la production de ROS, les UCP neuronales influencent
directement la neurotransmission, la plasticité synaptique et les processus de
neurodégénéresence. Des travaux sont encore en cours pour préciser la régulation
et la fonction de ces protéines dans le SNC (5). Mais l'existence des protéines
découplantes n’est pas limitée aux mammiféres et aux plantes. Deux nouvelles
séquences d'UCP2 ont été trouvées chez des vertébrés ectothermiques, la carpe
(Ciprinus caprio) et le poisson zébre (Danio rerio) (148). Les oiseaux présentent
également une UCP nommée AvianUCP (AvUCP) identique a 73% a la protéine
UCP3 et restreinte au muscle squelettique (113, 158). L’'UCP avaire pourrait étre
impliquée dans la thermogenése adaptative (dépense énergétique provoquée par
des changements environnementaux comme le froid, un excés de prise alimentaire,
une infection bactérienne ou virale) (113, 158, 150). Une protéine découplante a
également été découverte dans les mitochondries de Acanthamoeba castellanii,
protozoaire terrestre amiboide non photosynthétique (72). L’identification de la
protéine CpUCP chez Candida parapsilosis, levure parasite, représente la premiére
évidence de la présence de protéines découplantes au sein du régne des
champignons (71). Enfin, des UCP ont également été retrouvées dans les
trophozoites du parasite responsable de la malaria, Plasmodium Berghei (154). Le
tableau | résume I'ensemble de ces données. La revue de Ricquier et Bouillaud

présente également une vue globale des différentes protéines découplantes (114).
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UcpP Espéces Localisation tissulaire Références
Tissu adipeux brun (26)
(79)
UCP1 Mammiféres Thymocyte (27)
), (3)
Cellule B pancréas (120)
(47)
Mammiféres
UCP2 ) Ubiquitaire (52)
Poissons
(85)
Muscle (17)
UCP3 Mammiféres Tissu adipeux brun (161)
Coeur
Systéme nerveux central (123)
UCP4 Mammiféres Préadipocyte (88)
(172)
Systéme nerveux central (123)
Muscles squelettiques (170)
ucPs/ Estomac, poumon, testicules, (78)
Mammiféres
BMCP1 utérus, rate, tissus adipeux, (85)
prostate, pancréas, glandes (64)
surrénales, thyroide, foie (65)
Muscles squelettiques (113)
AvUCP Oiseaux o
Ubiquitaire (46)
Invertébrés
ucpPé _ (141)
Poissons
Levures
Autres
Bactéries (141)
UCPs
Plantes

Tableau I: Expression tissulaire des différentes protéines découplantes.
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D’un point de vue phylogénique, une étude menée par Hanak et Jezek en 2001 (58),
basée sur la recherche de séquences communes propres aux UCPs mais non
retrouvées chez les autres transporteurs mitochondriaux, a permis d’identifier
plusieurs protéines potentielles dans les génomes de Drosophila melanogaster et
Caenorhabditis elegans. L’analyse phylogénétique réalisée par ces auteurs suggere
que les UCPs des invertébrés seraient plus proches d'UCP4 que d’'UCP1, 2 ou 3.
UCP4 représenterait la forme la plus ancienne d’'une UCP ancestrale a toutes les
autres UCP orthologues. Cependant, pour Sokolova et Sokolov, cette hypothése est
difficile a concilier avec la distribution tissulaire stricte ’'UCP4 dans le cerveau (141).
En effet, pour ces auteurs, cette spécificité d’expression serait plutét le reflet d’'une
spécialisation au lieu d’'une fonction ancestrale. Ces derniers auteurs ont recherché
des homologues d’'UCP2, UCP3 et UCPS5 dans les génomes d’invertébrés. Leur
analyse phylogénétique indique I'existence d’au moins trois classes d’'UCP chez les
invertébrés reliées respectivement aux UCP1, 2 et 3, UCP4 et UCP5 des vertébrés.
Elle met aussi en évidence une divergence précoce dans I'évolution des UCPs, qui
serait antérieure a la divergence entre protostomes et deutérostomes. L'UCP des
invertébrés (nommée UCP6) serait potentiellement l'ancétre d’'UCP1, UCP2 et
UCP3.

2- Etude générale des protéines découplantes

2.1- Organisation génomique

L’organisation génomique du géne UCP1 chez la souris, le rat et 'lhomme a été
étudiée dans de nombreux laboratoires. La structure du géne UCP1 est hautement
conservée chez les trois espéces. Le géene UCP1 est composé de six exons, chaque
exon codant un domaine membranaire de la protéine (Figure 12).

La structure des génes UCP2 et UCP3 est similaire a celle 'UCP1 en ce sens que la
partie codante est également répartie en six exons. Cependant, les génes UCP2 et
UCP3 different du géne d’'UCP1 par la présence d’'un ou deux exons non traduits
localisés a I'extrémité 5’ des génes UCP2 et UCP3 (56, 106, 142, 151, 169).
L’assignation chromosomique des génes des différentes UCP chez 'Homme, le rat
et la souris est présentée dans le Tableau I, et montre que les génes codant pour
UCP2 et UCP3 sont portés par le méme chromosome. Lors du clonage initial des

genes UCP2 et UCP3, il a été observé que les deux génes étaient distants I'un de
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I‘autre de moins de 100 kb. En réalité il a été démontré que les deux génes étaient
adjacents, le géne UCP2 étant en aval respectivement de seulement 7 ou 8 kb du
géne UCP3 dans les génomes murin et humain. L'étroite juxtaposition d’'UCP2 et

UCP3 suggere fortement un événement de duplication a I'origine des deux genes.
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11 kb
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ATG TGhg TGA

UCP3 +1 %_,. LH :

(LAY

Exons 1

Figure 12: Représentation schématique des génes d'UCP1, UCP2 et UCP3.

Les exons sont représentés par des boites roses (exons traduits) ou noires (exons non traduits) et
numérotés en chiffres romains. UCP : protéine découplante, ATG : codon d'initiation de la traduction,
TGA : codon de terminaison de la traduction, TGAg, : codon de terminaison de la traduction de la
forme courte (small) ou longue (long) du transcrit, +1 : point de départ de la transcription.

Localisation chromosomique du géne

UCP1 UCP2 UCP3

Souris 8 7 7

Rat 19 1 1

Homme 4 11 11
Tableau |Il: Localisation chromosomique des principales protéines

découplantes chez la souris, le rat et 'l Homme.
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2.2- UCP1 et UCP2 : données structurales

La protéine découplante UCP1 a été découverte simultanément par Ricquier et
collaborateurs (115) et le groupe de Nicholls (59). Son ADNc a été cloné en 1985
(18, 69). C’est une protéine de 33 kDa, insérée dans la membrane interne
mitochondriale. UCP1 est quasi exclusivement exprimée dans le tissu adipeux brun
(TAB) des mammiféres. La fonction primaire du tissu adipeux est de produire de la
chaleur en réponse a une exposition au froid (62, 118). Le réle dUCP1 dans le
découplage de la phosphorylation oxydative et la production de chaleur ont
clairement été démontrés dans les expériences utilisant des souris transgéniques
invalidées pour le géne UCP1 (« knock out » KO UCP1) (93). Les mitochondries du
TAB des souris KO UCP1 ont présenté une intensité de thermogenése inférieure a
celle des souris sauvages.

D’un point de vue fonctionnel, cette protéine mitochondriale permet le passage des
protons dans la membrane mitochondriale interne, qui peut étre ouverte ou fermé
selon les concentrations cellulaires d’ATP et d’acides gras. Il existe encore un débat
sur le mode de transport des protons par UCP1 : transport direct de protons avec
collaboration des acides gras ou transport d’acides gras anioniques couplé avec un

flip-flop d’acides gras protonés.

UCP2 a été clonée en 1997 (47,52). Cette protéine de 33 kDa présente une
expression ubiquiste (82). Son ARNm est exprimé dans de nombreux tissus mais la
détection correspondante de la protéine s’est avérée difficile en raison du manque de
sensibilité et de spécificité des anticorps disponibles. De nouvelles générations
d’anticorps ont permis de détecter la protéine UCP2 dans la rate, 'estomac, l'intestin,
le poumon et le tissu adipeux blanc (105). UCP2 est également présente dans les
cellules B des ilots pancréatiques ou elle pourrait constituer un régulateur négatif de
la sécrétion d’insuline et par la méme étre impliquée dans la physiopathologie du
diabéte de type 2 (171, 28). Mais UCP2 pourrait également avoir un role dans la
prévention de la production de radicaux oxygénés (ROS pour reactive oxygen
species) et de leurs dérivés dans les cellules B pancréatiques comme le suggerent
les souris invalidées pour le géne UCP2 chez qui une élévation permanente des
ROS peut étre constatée (80). En dernier lieu, une implication d’'UCP2 dans

limmunité est aussi proposé pour UCP2 (6).
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3- Cas particulier d’'UCP3

3.1- Données structurales

Le gene humain UCP3 mesure environ 8,7 kb et est localisé sur le chromosome
11g13. Il convient de rappeler que les génes UCP2 et UCP3 sont positionnés sur le
méme chromosome et séparés seulement par 7 a 8 kb. Le géne UCP3 est composé
de 7 exons et 6 introns. Le codon d’initiation de la traduction (ATG) est localisé dans
'exon 2, le premier exon étant non codant. Le géne UCP3 génére deux ARNm,
UCP3sman et UCP3.0ng, codant pour deux protéines UCP3, une courte et l'autre
longue, différant seulement par I'absence de 37 résidus en partie C terminale. Ces
37 résidus sont codés par I'exon 7 qui est manquant dans UCP3s. L’intron 6 contient
un signal de clivage et de polyadénylation ; le signal AATAAAs termine le message
d’élongation dans 50% des cas, générant UCP3s. Quand ce signal est court-circuite,
le message d’élongation continue jusqu’au signal AATAAA. (localisé environ 1,1 kb
en aval de I'exon 7), et forme UCP3,.

Il est enfin important de noter que les génes UCP2 et UCP3 se situent dans une
région du chromosome 11 qui coincide avec trois loci indépendants impliqués dans
'obésité. Des anomalies du géne UCP3 pourraient potentiellement étre responsables
d’obésité dans ces modéles.

UCP3 est une protéine de 32 kilodaltons (kDa), localisée dans la membrane interne
mitochondriale. Elle est composée de 6 hélices a hydrophobes. La séquence
humaine en acides a-aminés d’'UCP3 présente 73% d’homologie avec celle d'UCP2
et 57% avec celle dUCP1 (17). L’architecture générale d’'UCP3 consiste en 6
domaines transmembranaires et 3 domaines portant la signature des transporteurs

mitochondriaux.

3.2- Régulation de I'’expression d’UCP3

3.2.1- Arguments expérimentaux

Exposition au froid
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Contrairement a une régulation positive marquée d’'UCP1 par le froid, UCP3 n’est
que faiblement et transitoirement régulée dans les mémes conditions. Différents
travaux ont donnés des résultats divergents: certaines études ont montré une
augmentation de I'expression de 'ARNm d’UCP3 dans les muscles squelettiques
aprés exposition au froid (86, 90, 164), d’autres n'ont pas révélé de modification de
'expression (16, 17, 84) tandis qu’'une derniére étude a présenté une diminution de
I'expression d’'UCP3 par le froid (164). Au niveau protéique, UCP3 diminue ou n’est
pas modifiee par l'exposition au froid (70, 135, 164). Ces résultats pourraient
s’expliquer par le fait quUCP3 serait requis uniquement lors d’'une exposition aigué
au froid participant alors a la thermogenése adaptative et serait ensuite régulée
négativement dans un but d’économie d’énergie. Dans le TAB, différents travaux, sur
rat et souris, ont montré une augmentation de I'expression de 'ARNm d’'UCP3 (16,
38, 70, 84, 90, 168). En outre, les souris n’exprimant pas UCP1 (KO UCP1)
présentent une trés forte intolérance au froid : dans ce cas, UCP3 ne se substitue
pas a UCP1 pour la thermogenése de non-frisson induite par le froid (43). D’autre
part, les souris KO UCP3 résistent bien a une exposition de 24 heures a 6°C (51, 52,
53). Chez I'Homme, dans les muscles squelettiques, une diminution de la
température de 22°C a 16°C n’altére pas I'expression de la protéine UCP3, méme si
la production dARNm tend a diminuer (135). Bien que le froid ne semble pas étre un
stimulus majeur de la régulation de [I'expression d’UCP3 dans les muscles
squelettiques et dans le TAB, différents travaux (39, 40) ont montré que des agents
physiologiques et pharmacologiques (superoxydes, alcénes...) s’avéraient
thermogéniques in vivo et activaient en paralléle le découplage de la phosphorylation
oxydative. Par ailleurs, les oiseaux réalisent une thermogenéese adaptative méme
s’ils n’expriment pas UCP1. L’'UCP aviaire (Av UCP) identique a 70% a UCP3 des
mammiféeres admet une expression tissulaire restreinte aux muscles squelettiques
(113, 158).

L’exposition au froid entraine une augmentation de I'expression des ARNm de
AvUCP chez le colibri, le canard et le poulet (113, 150, 158). Ces observations
confortent 'hypothése d’un réle majeur de 'AvUCP dans la thermogenése chez les
oiseaux.

Le tableau Ill présente une synthése des différents travaux réalisés.
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Auteurs Conditions Espéce TAB Muscles
4°C Pas de modification des
(84) . Rat Aug. des ARNms
10 jours ARNms
6°C Pas de modification des
(17) . Rat ND o
20 jours ARNms (muscle tibial)
6°C Pas de modification des
(16) Rat Aug. des ARNms o
48 heures ARNms (muscle tibial)
6°C6a24
Aug. des ARNms
(86) heures Rat ND
6°C apres 6 jours Dim. des ARNms
4°C
(38) ) Rat Aug. des ARNms ND
7 jours
(168) 4°C Rat 10 & 14 semaines Aug. des ARNms ND
3,24, 72h Rat 26 mois Dim. des ARNms ND
4°C .
(90) Souris Aug. des ARNms Aug. des ARNms (soleus)
12 et 24 heures
5°C Aug. des ARNms Dim. de la protéine (muscle
(70) . Rat . N -
7 jours Dim. de la protéine gastrocnémien)
Dim. des ARNms et de la
5o protéine (soleus)
(164) Rat ND Dim. des ARNms sans
24 heures
modification de la protéine
(muscle gastrocnémien)
Dim. des ARNms et de la
16°C protéine (soleus)
(135) Homme ND ]
60 heures Dim. des ARNms sans

modification de la protéine

Tableau lll: Régulation par le froid d’UCP3 (arguments expérimentaux).

Aug. : Augmentation ; Dim. : Diminution ; ND : non détecté.
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Exercice physique

L’exercice physique, de maniére ponctuelle (« en aigué ») ou réguliére, joue un rdle
important dans la prévention de I'obésité en augmentant soit le métabolisme
énergétique soit I'oxydation des acides gras. C’est pourquoi I'effet de I'exercice
physique sur la régulation de I'expression d’UCP3 a été largement étudié.

Chez les rongeurs, une activité¢ physique intense de deux heures entraine une
augmentation des ARNm de 252% et 63% respectivement dans la partie glycolytique
et dans la partie oxydative du gastrocnemius (34). Ce résultat est également retrouvé
par Zhou et al. chez le rat (173). Ces travaux montrent aussi que 'augmentation des
ARNms d’'UCP3 est proportionnelle a la durée de I'exercice. Chez 'homme, un
exercice de cyclisme d’'une durée de 4 heures augmente I'activité transcriptionnelle
d’'UCP3 d’environ 600% (110). L’hypothése la plus évidente qui découle de ces
résultats est que I'exercice physique per se régule I'expression d’'UCP3. Selon cette
hypothése, I'expression de la protéine UCP3 devrait également s’accroitre. Or, la
quantité d’'UCP3 dans les muscles de rats hébergés dans des cages dotées de roues
permettant une activité physique spontanée pendant 9 semaines, ne differe pas
significativement de celle de rats sédentaires (34). D’autre part, des rats soumis a 2
périodes d‘entrainement de 4 semaines ont méme présenté une diminution de
'expression de la protéine UCP3 dans le soleus et le tibialis anterior (15). La
production d’ARNm codant pour UCP3 (134) et I'expression de la protéine UCP3
(119, 133) sont significativement réduites chez des sujets entrainés par rapport a des
personnes non entrainées.

Ainsi, seulement un exercice réalisé de fagon ponctuelle engendre une augmentation
de la transcription du géne UCP3 alors que I'entrainement physique régulier conduit
au contraire a une diminution de [I'expression d’UCP3. Par conséquent, les
mécanismes d’adaptation métabolique liés a un exercice physique régulier
interviendraient de fagon majeure dans la régulation de I'expression d’'UCP3, plutot
gu’un facteur intrinseéque de I'exercice physique (ex : décharge de catécholamines).
L’équipe de Schrauwen a montré que chez 'homme, aprés un exercice physique
intense avec stabilisation des concentrations plasmatiques d’acides gras (AG) (au
moyen d’apports de glucose avant, pendant et apres I'exercice), I'expression d’'UCP3
n’est pas modifiée. Ces auteurs concluent que 'augmentation ’ARNm d’UCP3 apres
un exercice physique ponctuel est liée a une augmentation prolongée des
concentrations plasmatiques d’AG. La diminution d’expression d’'UCP3 chez les

sujets entrainés ou aprés un entrainement serait le résultat d’une adaptation
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associée a 'amélioration de la production d’ATP aérobie en diminuant le découplage

de la phosphorylation oxydative (61).

Restriction alimentaire et je(ine

Chez les rongeurs, une restriction alimentaire modérée (50%) sur une semaine,
entraine une diminution de l'expression des ARNm d’'UCP3 de 81% dans les
muscles (16). Ce résultat a également été retrouvé par Giacobino avec une
restriction alimentaire de 40% sur une semaine dans le muscle tibialis anterior (51).
Chez 'homme la restriction alimentaire régule également I'expression d’'UCP3. Des
sujets maigres et obéses soumis a un régime hypocalorique (1045 kJ/jour)
présentent une augmentation marquée de I'expression des ARNm d’'UCP3 dans le
muscle vastus lateralis a I'inverse des résultats obtenus chez le rongeur (94, 95). La
perte de poids entraine quant a elle une diminution de I'expression d’'UCP3 dans les
muscles squelettiques (45).

Le jeGne est une des situations physiologiques induisant une régulation de
'expression d’UCP3 des plus marquées. Chez les rongeurs, un jelne de 48 heures
entraine une augmentation de 'ARNm d’UCP3 dans le muscle soleus (x 2), le
gastrocnemius et dans le tibialis anterior (x6) (121). L’équipe de Boss met méme en
évidence une augmentation supérieure des ARNm d’UCP3 dans le soleus (x 3 a 5)
aprés un période de jelne identique (16). De nombreux autres travaux montrent des
résultats comparables pour I'expression d’UCP3 dans la muscle suite a un jeline (55,
165, 25, 140, 74) tandis que les travaux de Jimenez ne mettent pas en envidence
d’augmentation de I'expression des ARNm d’UCP3 dans le muscle aprés un jelne
(73). Au niveau protéique, I'expression d’'UCP3 dans le muscle gastrocnemius n’est
que modérément augmentée (x 1,5) par le jelne (16). Des modulations de la
transcription d'UCP3 ne sont donc pas nécessairement suivies d’'une augmentation
de la traduction. Des résultats similaires ont été obtenus par d’autres équipes de
recherche chez les rongeurs (55, 165). D’autre part, les travaux de Weigle et al.
(165) ont montré que 'augmentation de I'expression des ARNm d’UCP3 des muscles
squelettiques de rats mis a jeun 24 a 72 heures pouvait étre reproduite par une
élévation des acides gras plasmatiques, alors que les autres réponses
physiologiques qui ont lieu pendant le jelne (chute de la leptine plasmatique,
augmentation des concentrations de corticostérone) n’avaient pas d'effet sur
'expression des ARNm d’UCP3. Cette étude a permis d’affirmer que pendant le

jelne les concentrations plasmatiques d’acides gras sont corrélées avec I'expression
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des ARNm d’UCP3 dans les muscles squelettiques des rongeurs et de 'lHomme. Le
travail de Brun et al. (23) confirme cette notion : chez la souris, le jelne n'a d’effet sur
I'expression d’'UCP3 que lorsque le systeme lipolytique de I'animal est fonctionnel et
que les concentrations plasmatiques d’acides gras varient.

Chez 'Homme, un jeGne de 15 ou 40 heures entraine 'augmentation de I'expression
des ARNm d’UCP3 dans le muscle vastus lateralis (153).

Le tableau IV résume les différents travaux cités ci-dessus.
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Référence Conditions Espéce TAB Muscles

Dim. des ARNms (dans le

(51) Rectriction calorique Rat ND L
muscle tibialis)

Dim. des ARNms
Restriction calorique

(16) Rat ND
Jelne 48h
Aug. des ARNms
Restriction sévére 5 Aug. des ARNms
(94) ] Homme ND
jours
(45) Perte de poids Homme ND Dim. des ARNms
(56) Jeline 48h Rat Dim. des ARNms Aug. des ARNms
Aug. des ARNms (dans les
(121) Jeline 48h Rat ND muscles gastrocnémien. et
soleus)
) Aug. des ARNms ( dans les
(16) Jeline 24 et 48 h Rat Dim. des ARNms L
muscles tibialis et soleus)
Aug. des ARNms (dans le
(165) Jeline 24, 48, 72h Rat ND ]
muscle gastrocnémien)
Aug. des ARNms (dans les
(121) Jeline 46h Rat ND muscles ftibialis, gastrocnémien
et soleus)
R Aug. des ARNms et de la
(25) Jeline 24h Rat ND .
proteine
Aug. des ARNms et de la
Dim. Des ARNm et )
(140) Jelne 48h Rat . protéine (dans le muscle
protéines )
gastrocnémien)
Aug. des ARNms et de la
(74) Jelne 48h Rat ND protéine (dans le muscle
gastrocnémien)
(68) Jeline 24h Rat Aug. des ARNms ND
Pas de modification des
R . ARNms mais Aug. de la
(73) Jelne 24h Souris ND .
protéine (dans le muscle
gastrocnémien)
(110) Jelne 20h Homme Aug. des ARNms ND
. Aug. ARNm (dans le muscle
(153) Jedne 15 et 40h Homme ND

vastus lateralis)

Tableau IV : Régulation par le jeine d’UCP3 (arguments expérimentaux).

Aug. : Augmentation ; Dim. : Diminution ; ND : non détecté.
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Hormones

Cas des hormones thyroidiennes iodées

Les hormones thyroidiennes régulent le métabolisme énergétique en augmentant la
respiration et la dépense énergétique et en diminuant le rendement métabolique.
Elles exercent la majorité de leurs effets biologiques connus par la stimulation de la
transcription de génes, mais les génes cibles des hormones thyroidiennes impliqués
dans le métabolisme énergétique ne sont pas encore complétement identifiés. La
découverte d’'UCP3, similaire a 'TUCP thermogénique du TAB, UCP1, suggére que
cette protéine est une cible potentielle des hormones thyroidiennes et qu’elle pourrait
étre impliquée dans la dépense énergétique. Cette recherche a été particulierement
active aprés la découverte de I'extréme sensibilité de I'expression dUCP3 a la T3
dans les muscles squelettiques des rongeurs. En effet, l'injection d’hormone
thyroidienne T3 a des rongeurs augmentait I'expression des ARNm d’'UCP3 (x 4-6)
dans les muscles squelettiques, ainsi que le niveau métabolique de base (55, 84,
91). Chez 'Homme, le doublement de la concentration plasmatique de T3, obtenue
par administration orale de T3 a la dose de 75 ug/jour pendant 14 jours, entraine une
augmentation de I'expression des ARNms d’UCP3 (x 2, 4) dans les muscles
squelettiques sans modification de I'expression des génes de la chaine respiratoire
et sans modification des concentrations plasmatiques d’acides gras (8). De plus,
UCP3 a été présenté comme un géne sensible aux hormones thyroidiennes dans
une étude de microarray exploitant des ADNc de muscle squelettique humain (31).
Les résultats issus des cultures de cellules myogéniques de rongeurs indiquent un
effet positif de la T3 sur la transcription du géne UCP3, suggérant une régulation
directe par les hormones thyroidiennes iodées de I'expression d’'UCP3 (100). Dans
les myotubes (cellules musculaires) humains différenciés en culture, I'expression des
ARNm d’UCP3 est modérément augmentée (x 2,5) suite a I'exposition aux hormones
thyroidiennes (8).

Néanmoins, comme un traitement aigu par les hormones thyroidiennes iodées
exacerbe la lipolyse et modifie les concentrations plasmatiques d’acides gras, il est
possible que I'expression d’UCP3 résulte indirectement des variations plasmatiques
d’acides gras plutét que de la régulation directe de T3 (et T4) du géne UCP3. Les
travaux de Barbe et al. (8) ont cependant clairement démontré I'action directe in vitro
de T3 sur I'expression d’'UCP3 dans des cellules musculaires différenciées. Selon
une premiére hypothése, les effets génomiques de T3 sur UCP3 pourraient étre

reliés a une induction primaire des génes de la chaine respiratoire (cyclo-oxygénases
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2 et 4) susceptibles de contréler I'expression d’UCP3. Plus classiquement, T3
stimulerait la transcription d’UCP3 via [I'hétérodimérisation du récepteur aux
hormones thyroidiennes avec le récepteur a I'acide rétinoique 9 cis (RXR) sur un
élément de réponse du promoteur d'UCP3 (152). Cette seconde hypothése est
confortée par plusieurs travaux : Acin et al. (1) ont mis en évidence par analyse
informatique assistée de la région 5 du géne humain UCP3 un site de liaison
possible du récepteur des hormones thyroidiennes (TRE). Deux autres TRE ont été
décrits lors d’'une étude systématique des séquences promotrices du géne humain
UCP3 (152). En 2005 le mécanisme d’action directe des hormones thyroidiennes sur
le promoteur du géne humain UCP3 a été décrit par I'équipe de Villarroya (142 ). In
vitro, des transfections cellulaires par des plasmides comportant le promoteur UCP3
humain — géne rapporteur (Luciférase), ont permis de mettre en évidence
'implication directe des hormones thyroidiennes via leur récepteur sur le promoteur
d’UCP3 humain. La liaison du récepteur nucléaire sur le promoteur nécessite la
présence de MyoD (facteur de transcription musculaire). Par analyse informatique
assistée et délétions successives du promoteur en 5’, un TRE a été individualisé. Ce
TRE est en réalité inclus dans un élément de réponse multihormonal liant RXR et les

récepteurs aux PPAR (péroxisome proliferated activated receptor).

Cas de la leptine

La leptine est également un régulateur positif de I'expression d’UCP3. La leptine peut
activer la dépense énergétique probablement en activant les protéines découplantes
UCP1 dans le TAB et /ou UCP3 dans les muscles squelettiques. L’administration de
leptine augmente I'expression d’UCP3 dans le muscle squelettique chez le rongeur
(35, 54, 55) en restriction calorique. De plus, chez la ratte en lactation, la diminution
de la concentration plasmatique de leptine est associée a une diminution de
'expression d'UCP3 (166, 108) Cependant ces résultats ne permettent pas de

déterminer si UCP3 est une cible directe de la leptine.

Acides gras

Plusieurs arguments expérimentaux démontrent I'implication des acides gras (AG)
dans la régulation de l'expression d’'UCP3. Un exercice physique aigu, condition
connue pour étre associée a une augmentation des concentrations plasmatiques

d’AG, entraine une induction de I'expression des ARNm d’'UCP3 dans les muscles
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squelettiques de rongeurs (34). L’augmentation de I'expression d’'UCP3 chez la
souris juste aprés la naissance est corrélée aux concentrations plasmatiques d’AG
augmentées consécutivement a la tétée (22). Chez le rat, la transcription du géene
UCP3 est accrue dans les muscles squelettiques (extensor digitorum et soleus)
aprés perfusion d’acides gras. Un traitement a I'acide nicotinique (inhibiteur de la
lipolyse) supprime l'augmentation plasmatique d’AG et prévient l'induction de
I'expression d'UCP3 dans le muscle soleus, mais n'’a que peu d’effet dans les
muscles gastrocnemius et tibialis anterior (121). Cette méme équipe s’est intéressée
a I'implication des flux d’AG dans la régulation de I'expression d’'UCP3. Un traitement
a I'Etomoxir, un inhibiteur de la carnitine palmitoyl transférase contrélant I'entrée des
AG dans la mitochondrie, réduit la quantité dARNm d’'UCP3 dans le tibialis anterior
mais pas dans le gastrocnemius de rats nourris ou a jeun (122).

In vivo chez I'Homme, une restriction calorique séveére, caractérisée par une
augmentation des AG plasmatiques conduit a une surexpression d’'UCP3 (94, 95).
Une corrélation positive entre les quantités d’ARNm d’UCP3 et les concentrations
plasmatiques d’AG a été mise en évidence chez des sujets obéses (126), et chez
des sujets obéses non diabétiques et des patients diabétiques (159). Enfin, chez les
athlétes entrainées, un régime gras induit I'expression d’'UCP3 (131).

Khalfallah et al. (76 ) ont démontré I'intervention directe des AG dans la régulation de
'expression d’'UCP3 en perfusant pendant quelques heures une émulsion de
triglycérides (TG) sur des volontaires sains (n = 14). L’augmentation des AG
plasmatiques et de l'intensité de I'oxydation des lipides provoquées par la perfusion
de triglycérides induit I'expression des ARNms des deux variants d’'UCP3 dans le
muscle squelettique.

Les travaux menés in vitro supportent également '’hypothése d’un effet direct des AG
ou de leurs dérivés sur I'expression du géne UCP3. Dans les myocytes C2C12
traités par une solution d’Intralipides (Liposyn™, ac. linoléique 54.5%, ac. oléique
22.4%, ac. palmitique 10.5%, ac. linolénique 8.3%, ac. stéarique 4.2%) pendant 24
heures, une augmentation marquée des quantités ’ARNm d’UCP3 est observée de
maniere temps-dépendante. L’exposition de ces mémes cellules aux triglycérides,
probablement hydrolysés en AG, active I'expression du géne UCP3. Afin de vérifier
I'effet intrinséque des AG, les cellules C2C12 ont été traitées par I'acide oléique. Cet
AG induit I'expression d’'UCP3 dans les myotubes de maniére concentration et
temps-dépendante (67).

Les AG et leurs métabolites sont des ligands connus des membres de la famille des

PPAR. Les complexes PPAR/ligand sont capables de transactiver des génes du
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métabolisme des AG. Cinq éléments de réponse aux PPAR (PPRE) ont été identifiés
par analyse informatique assistée dans la région promotrice du géne UCP3 (1, 152).
In vitro, Hwang et al. (67) observent une activation de I'expression d’'UCP3 apres
traitement des myocytes C2C12 par le BRL 49653, un agoniste de PPARYy. In vivo
chez les rongeurs, un traitement aigu par des fibrates, capables d’activer PPARa ou
PPARa et PPARY, peut mimer les effets des AG sur I'expression d’'UCP3 dans le
muscle squelettique en période néonatale (22) et chez I'adulte (110). Des études sur
le contréle transcriptionnel du géne humain UCP3 ont montré que non seulement
PPARa mais aussi PPARJ étaient capables d’activer la transcription d’'UCP3 via un
PPRE (143). Il n’y a pas de consensus sur le médiateur préférentiel de la réponse du
géne UCP3 aux AG. In vivo, PPARa parait plus puissant pour activer UCP3 (145),
cependant les myocytes restent trés sensibles a PPAROS in vitro (24). Les souris
invalidées pour le géne PPARa (KO PPARQ) et soumises a un jelne, présentent une
induction de I'expression d’'UCP3 dans le muscle du méme ordre que celle observée
chez les souris sauvages (75). Différents travaux tendent a montrer I'existence de
mécanismes compensatoires entre les PPAR (99, 109). PPARd est aujourd’hui

considéré comme un véritable acteur de la régulation de I'expression d’'UCP3.

Les difféerents types d’AG caractérisés par la longueur de la chaine carbonée n’ont
probablement pas le méme effet sur la régulation de I'expression d’'UCP3. Chez le
rat, un régime enrichi en AG a moyenne chaine (de 6 a 14 C) ne modifie pas la
production dARNm d’UCP3 tandis qu’un régime enrichi en AG a longue chaine
(supérieure a 14 C) entraine une induction de I'expression d’UCP3 dans le muscle
squelettique (66). Ces résultats soulévent la question de I'existence de ligands
préférentiels des PPAR. Sur des cellules musculaires humaines, la régulation de
I'expression d’'UCP2 par les AG insaturés w6 semble prépondérante par rapport aux
autres types d’AG (30). Ces données pourraient étre extrapolables a UCP3 si I'on

consideére I'observation de variations coordonnées des deux génes.

3.2.2- Etude du promoteur humain UCP3
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Ce paragraphe ainsi que la Figure 13 ont pour objectif de présenter les différents
éléments nécessaires a la transcription et a la régulation du géne humain UCP3
connus a ce jour.

Plusieurs équipes ont tenté de positionner précisément le point +1 d’initiation de la
transcription. Acin et al. (1) le positionnent au nucléotide (nt) G, 764 nt en amont du
site d’initiation de la traduction situé dans I'exon 2. Tu et al. (152) le situent au nt T,
187 pb en amont du site d’initiation de la traduction. Enfin Esterbauer et al. (44) ainsi
que Solanes et al. (144) le situent dans une zone d’une vingtaine de nt, 200 nt en
amont du site d’initiation de la traduction. Aujourd’hui encore, le point +1 de
transcription n’est pas clairement défini. De plus, Esterbauer et al. (44) définissent
des sites d’initiation de transcription tissus spécifiques. Leur étude a révélé que 2
sites de transcription pour chacun des deux tissus ou UCP3 serait exprimé, TAB et
muscle squelettique. Contrairement aux tissus humains, les tissus des rongeurs

(TAB et muscle squelettique) présentent un site de transcription unique.
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Figure 13: Séquence de la région 5' du géne humain UCP3.

La numérotation est basée sur le point +1 de Tu et al. (152). Les sites d'initiation de transcription sont
visualisés en rouge ; le rectangle, le losange, le carré et le cercle correspondant respectivement aux
emplacements proposés par Acin et al. (1), Esterbauer et al. (44 ), Tu et al. (152) et Solanes et al.
(144).Les éléments classiques du promoteur sont encadrés en violet. En jaune et orange sont
identifiés les éléments muscle spécifiques. En bleu sont représentés les PPRE et TRE, sites de liaison
de récepteurs nucléaires. Les sites de liaison de 'AMPc sont encadrés de vert. En pointillés bleus est
délimité le promoteur minimal identifié in vitro par Tu et al. (152) et in vivo par Riquet et al. (116) et

Solanes et al. (143).
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L’analyse informatique assistée du promoteur humain UCP3 a mis en évidence les
éléments classiques de la machinerie transcriptionnelle : TATA box, CAAT box...
mais aussi des séquences consensus pour différents éléments de réponse, lieu de
fixation de récepteurs nucléaires. Le promoteur présente 4 TRE, sites de liaison des
récepteurs aux hormones thyroidiennes, 3 PPRE, sites de liaison des PPAR
(peroxisome proliferator activated receptor) et un CRE, site de fixation de 'AMPc.
Ces différents éléments sont positionnés sur la figure 14. Le PPRE et le TRE les plus
proximaux forment en réalité un site de liaison multi hormonal ou viennent se fixer en
hétérodimére avec RXR (récepteur de I'acide rétinoique 9 cis les récepteurs des
hormones thyroidiennes ou les PPAR) (142). La description de la région promotrice
du géne UCP3 facilite la compréhension de son contréle transcriptionnel. Une
régulation par les hormones thyroidiennes ou les acides gras peut légitimement étre
envisagée, conformément aux arguments expérimentaux présentés dans les
paragraphes précédents.

D’autre part, plusieurs motifs muscle spécifiques, éléments nécessaires a
I'expression musculaire ont été identifiés. Le promoteur présente de nombreux motifs
(une douzaine) de liaison pour les facteurs de transcription musculaires de la famille
MyoD, appelés Ebox (1, 152, 144). Les Ebox sont en général formées d'une
séquence nucléotidique de type CANNTG. MyoD serait nécessaire a I'expression
muscle spécifique in vitro (143) mais serait également nécessaire a la régulation par
les PPAR lors de I'hétérodimérisation des ces derniers avec RXR sur leurs éléments

de réponse (142).

3.3- Fonctions d’UCP3

3.3.1- Expression tissulaire

A l'inverse d’'UCP1, TARNm d’'UCP3 est préférentiellement exprimé dans les muscles
squelettiques chez 'Homme et dans les muscles squelettiques, le TAB et le coeur
chez les rongeurs. L’ARNm d’UCP3 est également faiblement détecté dans le
muscle cardiaque, le tissu adipeux blanc, la thyroide et la moelle osseuse de
I'Homme, et dans le tissu adipeux blanc, le cerveau, les reins, le foie et le cblon des
rongeurs (17). Dans les muscles squelettiques, l'expression d’'UCP3 n’est pas
uniforme. Elle varie selon la composition des fibres musculaires.

En effet, les muscles squelettiques présentent une grande diversité de performances

et de spécialisation, liées principalement aux différents types de fibres qui les
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composent (Tableau V). On peut classer les fibres (1) en fibres lentes ou rapides,
selon la vitesse maximale de raccourcissement, et (2) en fibres oxydatives ou
glycolytiques, selon la principale voie biochimique génératrice d’ATP. Les fibres
lentes et rapides contiennent des isozymes de la myosine qui différent par la vitesse
maximale avec laquelle elles scindent 'ATP et entrainent le raccourcissement des
fibres. Les fibres rapides contiennent une myosine dotée d’'une activité ATPasique
élevée et les fibres lentes contiennent une myosine dotée d’'une activité ATPasique
plus faible. L’autre critere de classification des fibres musculaires squelettiques est
fondé sur la nature des enzymes disponibles pour la synthése d’ATP. Certaines
fibres contiennent de nombreuses mitochondries et possédent par conséquent un
grand pouvoir de phosphorylation oxydative. Ces fibres sont dites oxydatives. La
majeure partie de I'ATP engendrée par ces fibres dépend de I'apport sanguin
d’'oxygéne et de molécules de substrats énergétiques au muscle. Elles contiennent
aussi de grandes quantités de myoglobine a l'origine de la couleur rouge foncé du
muscle. C’est pourquoi on donnait aux fibres oxydatives le nom de fibres musculaires
rouges. En revanche, les fibres glycolytiques possédent peu de mitochondries, mais
une grande concentration d’enzymes glycolytiques et des réserves importantes de
glycogéne. Elles contiennent peu de myoglobine et ont un faible besoin en oxygéne.
Leur pauvreté en myoglobine leur donne une couleur pale, a I'origine de I'appellation
fibres musculaires blanches. Sur la base de ces deux propriétés générales, on peut
distinguer quatre types de fibres musculaires squelettiques :
- les fibres oxydatives lentes contenant une myosine dotée d’une faible activité
ATPasique et possédant une capacité oxydative élevée,
- les fibres oxydatives rapides contenant une myosine dotée d’une forte activité
ATPasique et possédant une activité oxydative élevée,
- les fibres oxydo-glycolytiques rapides contenant une myosine dotée d’une
forte activité ATPasique et possédant une activité mixte,
- les fibres glycolytiques rapides contenant une myosine dotée d'une forte
activité ATPasique et possédant une activité glycolytique élevée (Tableau V).
Ces quatre types de fibres se distinguent aussi par leur résistance a la fatigue. Les
fibres glycolytiques rapides se fatiguent rapidement en raison de [l'acidification
produite par leur métabolisme, alors que les fibres oxydatives lentes sont tres
résistantes a la fatigue.
Chez la souris, I'expression dUCP3 dans le muscle a été souvent étudiée au niveau
des ARNm et finalement peu au niveau de la protéine. Jimenez et al. (73) ont étudié

les quantités de la protéine UCP3 par western blot dans deux populations de
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mitochondries (subsarcolemmale et intermyofibrillaire) au sein de différents types de
muscles. lls ont montré que la densité d’'UCP3 par mg de protéine est supérieure
dans les mitochondries subsarcolemmales par rapport aux mitochondries
intermyofibrillaires. lls ont également mis en évidence une densité supérieure
d’UCP3 dans les muscles glycolytiques (tibialis anterior et biceps femoris...) par
rapport aux muscles oxydatifs (soleus).

Chez 'Homme, les travaux de Hesselink et al. (61) ont concerné la distribution de la
protéine UCP3 dans différents types de muscles. Ills ont montré, par
immunofluorescence, une détection préférentielle de la protéine dans les fibres a
contraction rapide et métabolisme glycolytique, puis dans les fibres a contraction
rapide et métabolisme oxydatif et enfin dans les fibres a contraction lente et

métabolisme oxydatif (Tableau V).

Le role physiologique d’'UCP3 dans le muscle est encore mal compris. Lors de sa
caractérisation en 1997, une homologie de structure avait été établie avec UCP1.
Une homologie de fonction et donc un réle dans la thermogenése adaptative avait
alors été proposé. Cependant, il semblerait aujourd’hui que cette protéine soit plutot
impliquée dans la défense contre la production de ROS et/ou le métabolisme des
AG.
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Vitesse de contraction Lente Ra p ide
des fibres
Type I lIA 11X ou IID IIB
Chaine lourde de myosine I lla lIx Ilb
Métabolisme Oxydatif Oxydatif ~ Oxydo-glycolytique Glycolytique
Résistance a la fatigue t++ ++ + +
Densité en mitochondries +++ ++ + +
Quantité UCP3 - + ++ +++
) Tibialis anteriror,
Soleus Diaphragme

Exemple de muscle

Biceps femoris

Tableau V : Caractéristiques biochimiques des fibres musculaires.
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3.3.2-UCP3 et activité thermogénique

Par homolgie avec UCP1 la premiére fonction proposée pour UCP3 a été un rble
dans la thermogénése adaptative, par découplage de la phosphorylation oxydative.
Les premiers travaux ont donc essayé de montrer les capacités découplantes
d’UCP3 in vitro. Cependant aucun d’entre eux n’ont mis en évidence de fuite de
protons en présence d’'UCP3 (10, 25). D’autres travaux vont a I'encontre d’un role
d’UCP3 dans la thermogénése adaptative. L’injection de T3 ou d’un agoniste (33
adrénergique augmente la consommation d’oxygéne et la température de maniére
identique chez les animaux sauvages et invalidées pour le géne UCP3 (KO UCP3)
(57) alors qu’elle est totalement inhibée chez les animaux KO UCP1. Dans le cadre
de I'étude de I'hyperthermie liée a la prise d’amphétamines, le traitement de souris
par de I'ecstasie augmente la température rectale et musculaire chez les animaux
sauvages mais pas chez les souris KO UCP3 ; UCP3 a donc la capacité de produire

de la chaleur in vivo (96). Cependant, cette situation reste supraphysiologique.

3.3.3- UCP3 et la production de ROS

La respiration cellulaire est associée a la production de ROS : en effet, les transferts
électroniques entre les complexes mitochondriaux des crétes conduisent a la
réduction de O, en anion superoxyde puis en ion peroxo. Les anions ainsi obtenus
peuvent réagir avec les H' transloqués dans la matrice pour former de I'eau, mais
ces formes réactives de I'O, présentant un pouvoir oxydant élevé interviennent
également dans de nombreuses réactions d’oxydation des AG, des protéines ou des
acides nucléiques (ADN). Les lésions moléculaires engendrées peuvent conduire
selon leur intensité a des mutations (lésions oxydatives de 'ADN non réparées) et a
'acquisition d’'un génotype cancéreux ou a la mort de la cellule par nécrose ou
apoptose. La mitochondrie est responsable d’'une grande partie de la production
totale de ROS de la cellule, notamment a travers 'activité des complexes | et lll de la
chaine respiratoire (Figure 11). Les dommages provoqués par les ROS
participeraient a la pathogénie de plusieurs maladies dégénératives dont le diabéte,
les maladies de Parkinson et d’Alzheimer et au vieilissement lui-méme. La
production de ROS est trés sensible a la force proto-motrice générée a travers la
membrane interne mitochondriale. Un découplage partiel, diminuant la respiration
cellulaire mais n’abolissant pas entierement la formation d’ATP, est connu pour

diminuer la production de ROS par les complexes | et Ill.
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UCP3 pourrait intervenir de deux manieres dans la régulation de la production des
ROS dans la mitochondrie. Premiérement, UCP3 interviendrait par sa fonction
découplante. Les ions superoxydes attaquent les AG w-6 polyinsaturés des
membranes phopholipidiques, directement ou par lintermédiaire de radicaux
hydroxyles, et forment alors des radicaux d’AG « carbon-centered ». Ces derniers,
rapidement péroxydés entrainent la production massive de 4 hydroxynonénal et
d’autres alcénes réactifs capables d’activer UCP3. L’activation d’'UCP3 permet un
découplage partiel de la phosphorylation oxydative ayant pour conséquence la
diminution de la force proto-motrice puisque le gradient de concentration des H*
entre la matrice et 'espace intermembranaire tend alors a diminuer. On assiste enfin
a la diminution de la production des ROS par un mécanisme de rétrocontréle négatif
local (21, 40, 138, 139, 160). Chez les KO UCP3, la production de ROS dans les
muscles squelettiques est plus élevée (160) et les mitochondries de ces souris ont
tendance a présenter plus de marqueurs des dommages oxydatifs (21). Mais le
découplage de la phosphorylation oxydative n’est pas le seul mécanisme d’action
d’UCP3 dans la diminution de la production de ROS.

Par ailleurs, UCP3 pourrait agir en tant qu’agent antioxydant en transloquant des
anions d’AG péroxydés hors de la mitochondrie. Ces composés sont donc extraits du
feuillet interne de la membrane interne mitochondriale vers le feuillet externe ou ils
s’accumulent. En raison de leur structure chimique ils ne peuvent pas revenir dans le
feuillet interne par mécanisme de flip flop comme le font les AG intacts. L’évacuation
des AG péroxydés préserve donc ’ADN mitochondrial et les enzymes matricielles de

I'oxydation par les AG péroxydés (53) (Figure 14).
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AG péroxydés:
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Figure 14: Implication d'UCP3 dans les mécanismes de translocation des AG (a
gauche) et de leurs péroxydes (a droite).

Partie gauche, tous les transporteurs d’anions (ANT, AGA, UCP) sont capables d’évacuer, grace au
gradient électrochimique, les AG anioniques non oxydés depuis le feuillet interne vers le feuillet
externe de la membrane mitochondriale interne. Les AG anioniques évacués sont protonés par les
ions H* de I'espace intermembranaire et retournent vers le feuillet interne par un mécanisme de flip
flop. Les ions H" sont par conséquent relargués dans la matrice mitochondriale (cycle protonophore
des AG). Partie droite, purification du feuillet interne de la membrane mitochondriale interne. Cette
fonction parait étre spécifique des UCP par rapport aux autres transporteurs d’anions. Cette fonction
antioxydante protége le matériel matriciel. D’apres Goglia et Skulachev (53).
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3.3.4- UCP3 et le métabolisme des acides gras

Les roles exacts d'UCP3 dans le métabolisme des acides gras ne sont pas encore
complétement élucidés. Deux hypothéses ont été formulées présentant UCP3
comme un transporteur d’AG anioniques.

Selon Schrauwen et al. (130), lorsque les capacités d’oxydation des acides gras de
la mitochondrie sont dépassées, une quantité non négligeable d’AG cytoplasmiques
non estérifiés peut traverser la membrane mitochondriale externe par un mécanisme
de flip flop et diffuser ensuite a travers la membrane interne (Figure 15A). Le gradient
de protons mitochondrial entraine la déprotonation de ces AG qui s’accumulent alors
dans la matrice. En raison de l'absence des acyl CoA synthases dans la
mitochondrie, les anions ne sont pas activés sous forme de thioesters de coenzyme
A et ne peuvent donc pas étre oxydés ou retourner dans le cytosol. Cependant
UCP3, par un mécanisme d’efflux, permettrait I'évacuation des AG sous forme
anionique vers le cytosol, diminuant ainsi les effets délétéres d’une accumulation
d’AG non métabolisables dans la mitochondrie (127).

Dans le modéle proposé par Himms-Hagen et Harper (63) la mitochondrie est
également dans un état d’'excés d’AG, ses capacités d’oxydation étant dépassées
par lI'apport de substrat. Cet état est caractéristique des situations ou les AG
représentent la source majeure de substrat: je(ne, exercice physique, régime
hyperlipidique... Une fois dans la matrice, tous les AG activés, sous forme d’esters,
ne sont pas dirigés vers la -oxydation (Figure 15B). Une partie est hydrolysée par
une thioestérase mitochondriale (MTE1). Le CoASH issu de cette hydrolyse est
redirigé vers différentes étapes de la [-oxydation et du Cycle de Krebs ou il est
considéré comme un cofacteur limitant lors de dépassement des capacités
oxydatives de la mitochondrie. Ce cycle futile de recyclage des AG activés produit
également des AG anioniques qu’'UCP3 exporterait hors de la mitochondrie afin de
limiter les effets de lipotoxicité. UCP3 et MTE1 agiraient de concert pour assurer des
niveaux élevés d’oxydation des AG. Contrairement a Schrauwen et al. proposant un
réle strict d’exportateur d’AG, Himms-Hagen et Harper voient UCP3 comme un agent
régulateur des capacités d’oxydation mitochondriale des AG. Plusieurs résultats
plaident en faveur de cette hypothése. Les souris surexprimant UCP3 présentent des
quantités plus élevées dARNm de MTE1 (97).
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Figure 15: Roles physiologiques d'UCP3 dans le métabolisme mitochondrial des
acides gras.

A, hypothése de Schrauwen et al.. B, Hypothése de Himms-Hagen et Harper. AG : acides gras, [ox :
cycle de Boxydation des acides gras, STAG : systeme de transport des acides gras, MME : membrane
externe mitochondriale, MMI : membrane interne mitochondriale, MTE1 : thioestérase mitochondriale
1, CoASH : coenzyme A. D’aprés Schrauwen et al (130) et Himms-Hagen et Harper (63).
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D’autre part, des souris transgéniques surexprimant de fagon physiologique la forme
humaine d’UCP3 présentent des capacités de transport et d’oxydation des AG plus
elevées (11). Enfin, une corrélation étroite entre les niveaux d’expression et d’activité
de MTE1 et UCP3 a été mise en évidence in vivo chez les rongeurs (98).

Cependant, la nature méme des substrats transportés par UCP3 n’est pas totalement
élucidée. En effet, aucune expérience ne montre qu'UCP3 transporte directement

des AG ou des lipides oxydés.

3.3.5- UCP3, obésité et diabéte sucré de type 2

L’expression d’'UCP3 dans les mitochondries des muscles squelettiques associé au
pouvoir thermogénique de cet organe a fait d’UCP3 une cible préférentielle dans les
manipulations de dépense énergétique au sein du combat contre l'obésité et le
diabéte de type Il

Chez 'Homme, les quantités ’ARNm d’UCP3 mesurées chez les sujets obéses ne
different pas de ceux des sujets « maigres » (95, 103). La proximité des genes UCP2
et UCP3 sur la région du chromosome 11q13 rend difficile l'interprétation des études
de «linkage » car les deux génes sont transmis d'un bloc. De nombreux
polymorphismes du géne UCP3 ont été décrits et étudiés sans pour autant étre reliés
de maniére univoque a un phénotype d’obésité (32, 83, 163).

Certains variants (susbtitution —55 c/t) d’'UCP3 ont été identifiés chez des sujets
obéses de la tribu indienne Pima. Le phénotype c/c est associé avec une expression
plus faible d’UCP3 dans le muscle squelettique des Indiens Pima (136) suggérant
que l'alléle —=55 t augmenterait I'expression d’'UCP3 par rapport a l'alléle c. Chez les
Indiens Pima, lI'expression de 'ARNm d’UCP3 dans le muscle squelettique est
étroitement corrélée au niveau métabolique de base pendant le sommeil. Cependant,
aucune association n’a pu étre faite entre I'expression d’ARNm d’UCP3 et I'indice de
masse corporelle (correspondant au poids en kg divisé par la taille en m au carré).
De récentes études dans des populations Espagnole et Caucasienne associent ce
polymorphisme a une diminution du risque d’obésité (4, 87).

Chez 'Homme, les études cherchant a corréler les polymorphismes du géne UCP3
avec l'obésité ou I'IMC non pas fourni de conclusion évidente d’implication des
mutations du gene UCP3 dans le développement de I'obésité.

Chez la souris, la sur-production physiologique d'UCP3 dans les muscles

glycolytiques des animaux transgéniques confere une résistance a I'obésité induite
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par un régime enrichi en graisses. Une amélioration de la sensibilité a I'insuline a été
mise en évidence selon le sexe chez les animaux sur-exprimant UCP3 (149). Dans
un autre modéle transgénique, la sur-expression physiologique d’UCP3 protége
également de la prise de masse grasse induite par un régime enrichi en graisses
(33). Ces études sur modéles animaux transgéniques semblent présenter UCP3

comme un acteur potentiel de la régulation de la prise de poids sous régime gras.

Le diabéte de type Il, ou diabéte non insulino-résistant est une situation
physiopathologique pendant laquelle I'expression d’UCP3 serait modifiée. Les études
menées chez 'Homme sont contradictoires. Une diminution de 41% de I'expression
des ARNm d'UCP3 a été observée dans le muscle squelettique de sujets
diabétiques. D’autre part, cette méme étude présente une corrélation positive entre
I'expression d’'UCP3 et la sensibilité a I'insuline (81). Cette diminution de I'expression
d’'UCP3 chez des patients diabétiques a également été confirmée au niveau
protéique (128). Les sujets prédiabétiques (diminution de la tolérance au glucose)
présentent aussi une diminution de la protéine UCP3 dans les muscles squelettiques
(132).

Cependant, des résultats inverses ont été obtenus. Bao et al. (7) ont observé une
augmentation de 85-170% des ARNms d’'UCP3 dans les muscles squelettiques des
patients diabétiques. De maniére similaire, Vidal et al. (159) ont observé des niveaux
d’ARNm d’UCP3 trois a quatre fois plus élevés chez les sujets diabétiques obéses
compares aux sujets obéses témoins.

Les différences d’expression d’'UCP3 observées au cours du diabéte de type Il dans
ces études pourraient trouver une explication dans I'hétérogénéité de la population
diabétique. D’autre part, les divergences d’expression au niveau transciptionnel et
protéique sous-entendent peut-étre une régulation post transcriptionnelle et post
traductionnelle au cours du diabéte de type Il. Il est regrettable que l'expression
d’UCP3 au niveau des ARNm et au niveau des protéines ne soit réalisée au sein

d’'une méme étude afin de discriminer ce type de régulation.

Quelques grandes idées sont a retenir de cette partie bibliographique :

- L’implication des protéines découplantes dans la régulation du métabolisme
énergétique, plus particulierement dans la phosphorylation oxydative avec
possibilité de découplage et de production de chaleur.

- L’implication d’UCP3 dans la régulation de l'utilisation catabolique des acides

gras (production d’acétylCoA utilisé dans le cycle de Krebs ultérieurement).
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- Le contréle de I'utilisation des acides gras dans la mitochondrie par UCP3 en
intervenant dans leur transfert mitochondrie / cytosol.

- L’expression musculaire d’'UCP3 préférentiellement dans les fibres a
métabolisme lent glycolytique.

- La régulation de I'expression d’'UCP3 par les acides gras et les hormones
thyroidiennes.

- La probable implication d’'UCP3 dans le diabéte de type Il.

- Le role potentiel d’'UCP3 dans les systémes anti oxydants de la cellule par la

diminution de la production des ROS.
La revue trés détaillée de Bézaire et al. synthétise les différents rbles proposés pour

UCP3 et en discute la plausibilté (13 ).

Dans la partie expérimentale qui va suivre, I'expression musculaire d’'UCP3 et sa
régulation par les acides gras ainsi que l'influence de la prise alimentaire seront

étudiés.
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DEUXIEME PARTIE
ETUDE EXPERIMENTALE
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CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES

1- Souris

L’élevage et les protocoles expérimentaux sont réalisés au sein du service de
zootechnie de I'lFR 31 sous la responsabilité du Dr vétérinaire Yara Barreira en
accord avec les régles en vigueur a 'INSERM quant a I'expérimentation animale. Les
animaux, males et femelles, utilisés pour les protocoles nutritionnels appartiennent
au fond génétique B6D2/F1 (Société Janvier, France). lls sont élevés 4 a 5 par cage,
soumis a un cycle jour-nuit 12h:12h, dans une piece a lumiere contrdlée. La
température ambiante est maintenue constante a 21-22°C. lls ont un acceés libre a
'eau et sont nourris, selon le protocole, ad libitum avec le standard Harlan T2018
(18% de protéines, 5% de lipides et 57% d’hydrates de carbone).

2- Transgenese

2.1- Déroulement

Les différentes étapes de transgenése sont réalisées par le Dr Geneviéve Tavernier,
responsable de la plate-forme de transgenése de I'lFR 150, au sein du service de

zootechnie.

La transgenése de surexpression implique deux substrats : le transgene, linéaire,
purifié, en solution et 'ovocyte fécondé de souris de souche B6D2/F1.

L’objectif est de microinjecter le transgéne dans un des deux pronuclei d’'un ovocyte
fécondé, aprés avoir collecté un nombre suffisant d’embryons et éliminé les cellules
folliculaires. Afin de s’assurer de la collecte d’'un nombre suffisant d’'embryons, les
souris B6D2/F1 donneuses subissent un traitement hormonal de super-ovulation par
injection intrapéritonéale de PMSG (pregnant mare serum gonadotrophin) a J-3 et de
HCG (human chorionic gonadotrophin) a JO. Durant la période induite d’ovulation
d’environ 8 heures, les males sont introduits en vue de s’accoupler et de féconder les
femelles 7 a 16 heures aprés I'administration dHCG.

Les ovocytes des femelles donneuses sont collectés dans l'oviducte. Les cellules
folliculaires sont éliminées mécaniquement ou par méthode enzymatique

(hyaluronidase, 37°C ; cette enzyme est naturellement présente dans la téte des
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spermatozoides). Ensuite ne sont sélectionnés que les ovocytes a pronuclei
apparents. Les ovocytes isolés sont mis en culture en milieu de survie Brinster sous
une couche d’huile de paraffine pendant 2 a 4 heures. La solution d’ADN est
microinjectée a I'aide de micro-outils en verre étiré tandis que I'ovocyte est maintenu
par aspiration contre I'extrémité arrondie d’'une micro-pipette. Le pronucleus male est
souvent préféré au pronucleus femelle pour la micro-injection en raison de sa plus
grande taille. La micro-injection de quelques picolitres de solution d’ADN entraine le
gonflement du pronucleus. Ces derniers sont mis a incuber 16 heures a 37°C dans
une solution de survie Brinster. Au sein du génome, le transgéne s’insére de maniére
générale en plusieurs copies au niveau d’'un seul site. Le profil d’insertion peut étre
vérifié par Southern Blot. Les embryons ayant atteint au moins le stade deux cellules
sont sélectionnés pour la réimplantation dans l'utérus des meéres porteuses. Les
meres porteuses sont des femelles de fond génétique B6CBA/F1 accouplées avec
des males vasectomisés. La transplantation des embryons est réalisée sous
anesthésie générale. Une chirurgie sous loupe binoculaire est pratiquée pour extraire
'extrémité utérine et implanter 15 a 20 embryons dans une anse de l'oviducte.

La premiére génération de souris transgénique est obtenue par croisement d’'une
souris fondatrice transgénique FO avec une souris sauvage B6D2/F1. Les
générations suivantes, F2, F3..., sont issues du croisement entre une souris
transgénique hétérozygote et une souris sauvage B6D2/F1. Si les premieres
investigations sont envisageables 150 jours apres la transgenése, on considere qu’il
faut attendre au moins la 4°™ génération de souris transgéniques avant toute

caractérisation phénotypique ou protocole nutritionnel.

2.2- Constructions de transgenése

L’étude de la régulation de I'expression du géne hUCP3 est réalisée grace a une
construction de type promoteur-géne rapporteur. Cette construction présente dans le
sens 5’3 : 3,3 kb de séquences promotrices de hUCP3, I'exon 1, le géne rapporteur
de la chloramphénicol acétyl transférase (CAT) et un fragment d’ADN génomique
variable (Figure 16). Les fragments d’ADN génomique placés en aval du gene
rapporteur sont issus du découpage d’'une séquence de 16 kb comprenant la totalité
des exons et des introns du géne hUCP3 (Figure 16). Trois fragments d’ADN
génomique, nommeés A a C et plus ou moins chevauchants, ont été générés. Une

autre série de découpage du fragment A qui contient lI'intron 1 complet et 204 pb de
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'exon 2 a été réalisée, conduisant a [l'obtention de 6 fragments notés A1 a A6
(Figure 16).

T G VLo SRR S G I (7.9 Fragment d’ADN génomique variable
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Figure 16: Constructions de transgénése.

Construction promoteur-géne rapporteur présentant la séquence d’ADN génomique d’hUCP3 de 16
kb découpée en différentes parties exon-intron (les tailles des différents fragments sont notées entre
parenthéses). En noir et en blanc sont respectivement représentées les parties codantes et non
codantes. Les exons sont numérotés en chiffres romains. ATG marque le codon d'initiation de la
traduction. TGA marque le codon de fin de traduction, formant les formes courtes d'UCP3 (TGAs) ou
la forme longue (TGA,).

75



Production des fragments d’ADN qgénomique en aval du géne

rapporteur

L’ensemble de ces différents fragments a été obtenu a partir d'une matrice, nommée
M358, séquence nucléotidique de 16023 pb comportant le promoteur ainsi que
'ensemble des séquences exons-introns du gene hUCP3. Le découpage a été
réalisé par des enzymes de restriction.

Deux cas de figure se sont présentés selon que la zone a découper présente ou non
des sites de restriction naturels. En cas d’absence de site de restriction a I'endroit
désiré de découpage, ces derniers sont créés artificiellement par génie génétique
(Figure 17). Des sites de restriction sont rajoutés par PCR. Pour un volume final de
50 uL, 5 yL de matrice (M 358 correspondant au gene hUCP 3 16 kb) sont mis en
présence de 2 uL de MgSO4, 1 uL de dNTP, 2 yL d’amorces sens et anti sens
comportant les sites de restriction (dont la concentration est augmentée en raison de
la nature plasmidique du matériel a amplifier) et de 0,2 pL de Taq Platinium High
Fidelity (Invitrogen, Cergy, France). On applique a ce mélange le programme
Biometra suivant: aprés dénaturation préliminaire a 96°C pendant 1 min,
I'amplification est réalisée sur 30 cycles définis comme suit : 20 sec a 96°C, 30 sec a
58°C et 45 sec a 68°C. Aprés amplification, la taille des amplicons est vérifiee par
électrophorése sur gel d’agarose a 0,8 %. Les produits de PCR ont été purifiés grace
au kit QIA quick PCR (Qiagen, Courtaboeuf, France). Aprés dilution au 1/3, 2 pL de
fragment sont dosés par spectrophotométrie a 260 nm en micro-cuve. Un TA-
clonage est ensuite réalisé. Chaque fragment est inséré par ligation dans le vecteur
plasmidique pGEM-T Easy (Promega, Charbonniéres, France). Avant ligation, une
étape de « A tailing » est réalisée sur les inserts en vue d’insérer une queue
polyadénylate. Pour un volume final de 10 pL, 3uL de fragment est mis en présence
de 0,6 uL de MgCl,, 0,2 uL de dATP et 1 uL d’enzyme Taq polymérase. Le mélange
est ensuite mis au bain sec a 70°C pendant 20 min. Au final, 0,6 pL de chaque insert
sera prélevé et dilué dans 1,4 yL d’HpO. La ligation est réalisée avec un ratio
vecteur/insert de 1/3. Pour un volume final de 10 L, les 2 uL d’insert précédemment
préparés sont mis en présence de 1uL de ligase et de 1 uyL de pGEM-T Easy.
L’incubation dure une nuit a 4°C. Les plasmides obtenus sont ensuite insérés dans
des bactéries Escherichia coli compétentes DH5a (Invitrogen, Cergy, France). Pour
chaque transformation, pour chaque insert, 50 uL de bactéries sont mis en présence

de 1 uL de produit de ligation et chauffé au bain marie a 37°C pendant 20 sec. On
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rajoute alors 950 uL de milieu LB sans ampicilline et on met a incuber 1 heure a
37°C.

Ensuite, 10 % des bactéries transformées sont étalés sur une premiére boite de
Pétri et les 90 % restants sur une seconde boite. Préalablement a 'ensemencement,
les substrats de la Bgalactosidase sont répartis dans les boites de Pétri comme suit :
40 uL d'IPTG (isopropylpD-1-thiogalactopyranoside) et 32 pL de X-gal (dérivé du
galactose). Le clonage de l'insert au sein du pGEM-T Easy interrompt la séquence
codant pour la Bgalactosidase. Les clones recombinants peuvent étre visualisés car
ils forment des colonies blanches alors que les autres colonies (non recombinantes)
sont bleues. Vingt-quatre a 48 heures apreés, un repiquage est effectué a partir de 10
colonies pour chaque insert. Une digestion enzymatique est réalisée sur 6 colonies
pour chaque fragment par des enzymes de restriction choisies afin de vérifier la
bonne insertion de chaque insert. Elle est visualisée par électrophorése sur gel
d’agarose.

Les fragments présentant naturellement des sites de restriction sont générés et
amplifiés par PCR a partir de la matrice M358, a 'aide d’amorces portant a leur
extrémité 5 les sites de restriction pour leur clonage en aval du géne rapporteur
CAT. Les fragments sont enfin purifiés par Qiaex (Qiagen, Courtaboeuf, France)

avant d’étre insérés dans un nouveau vecteur.

Les constructions sont générées a partir d'un vecteur pcDNA3
contenant la totalité de la région 5-flanquante et la partie 5’-non traduite du géne
hUCP3 (plasmide fourni par I'Institut de Recherche Servier) (Figure 17). Un fragment
génomique de 6,2 kb est libéré par digestion enzymatique (Kpnl / Xhol) et purifié par
Qiaex (QIAGEN, Courtaboeuf, France). Ce fragment est cloné dans le vecteur
plasmidique pCAT3basic (Promega, Charbonniéres, France) permettant d’obtenir le
plasmide hUCP3-pCAT3basic (Figure 17). Les séquences promotrices sont insérées
dans un premier site de clonage du vecteur pCAT3basic a l'aide des enzymes de
restriction Knpl/Xhol. Les fragments d’ADN intragénique a placer en aval du géne
rapporteur sont insérés dans le deuxieme site de clonage multiple du vecteur
plasmidique hUCP3-pCAT3basic, a l'aide des enzymes de restriction Aatll / Spel.
Enfin, la construction finale est libérée par digestion du vecteur par les enzymes de

restriction Clal/Sall.
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Figure 17: Préparation des fragments de transgénése.

En haut, préparation des fragment d’ADN génomique a positionner en aval du géne rapporteur CAT
dans la construction finale. En bas, différentes étapes de clonage dans le vecteur plasmidique pCAT3

basic (qui présente les enzymes de restriction nécessaires), PCR : polymerase chain reaction.
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2.3- Génotypage ou criblage des souris transgénique et vérification de

intégrité du transgéne

Le criblage est réalisé a partir ADN génomique. Un bout de queue des souriceaux
agés de 10 jours est digéré a la protéinase K (10 mg/ml, 50°C), centrifugé 10
minutes a 7800 g a température ambiante. Le surnageant est mis a incuber au bain
sec 10 min a 95°C. L’ADN génomique ainsi obtenu est amplifi¢ par PCR. Pour un
volume final de 50 uL, 2 pyL d’ADN sont mis en présence de 0,2 mM de dNTP, 2,5
mM de MgCl,, 0,3 mM d’amorces sens et antisens localisées dans la séquence du
gene CAT et 0,04 U de Taq Polymérase (Promega, Charbonniéres, France). Aprés
une dénaturation préliminaire de 3 minutes a 94°C, I'amplification est réalisée sur 30
cycles (30 sec a 94°C, 45 sec a 55°C, 45 sec a 72°C) puis se termine par une
élongation de 7 minutes a 72°C. La taille des amplicons (438 pb) est ensuite vérifiee

par électrophorése sur gel d’agarose a 1,5%.

L’intégrité du transgéne peut étre vérifiée lorsqu’une nouvelle lignée de souris
transgéniques n’exprime pas le gene rapporteur au niveau musculaire.

La construction d’ADN génomique présente [B kb de promoteur de hUCP3, I'exon 1,
le géne rapporteur CAT et un fragment d’ADN génomique d’intérét. Chacune des 4
parties de cette construction est amplifiée par PCR grace a des couples d’amorces
positionnés au sein de celle-ci comme figuré sur la Figure 18. L’intégrité du fragment
de transgenése comportant A5 par exemple est vérifiée chez un animal pour
chacune des trois lignées obtenues. Un animal transgénique pour le fragment A1
(fragment d’ADN génomique contenant A5) est pris comme témoin positif. Un animal
non transgénique pour hUCP3 est utilisé comme témoin négatif. Pour un volume final
de 50 pl, 2 pl I’ADN génomique sont mis en présence de 10 mM de dNTP, 25 mM
de MgCl,, 10 uM d’amorces sens et antisens et 0,03U de Taq Polymérase (Promega,
Charbonnieres, France). Aprés une dénaturation préliminaire de 3 minutes a 94°C,
I'amplification est réalisée sur 30 cycles (30 sec a 94°C, 45 sec a 58°C, 45 sec a
72°C) puis se termine par une élongation de 7 minutes a 72°C. La taille des
amplicons pour chaque partie du transgéne est ensuite vérifiée par électrophorése

sur gel d’agarose a 1,5%.
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>« - <« - <« S« <-|
-3,3 kb prom hUCP3 Exon 1 Intron1
-~ 1

5 _--" Asel 13

Fragment A e | _

F t A1

ragmen . . Fragment A2

1 1

Fragment A5 ' :

Fragment A6 —

Figure 18: positionnement des amorces de PCR pour la vérification de l'intégrité
du transgéne.

PCR : polymerase chain reaction, frgt: fragment, prom hUCP3 : promoteur du géne humain UCP3,
CAT : géne de la chloramphénicol acétyl transférase, Asel : enzyme de restriction.
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2.4- Analyse de I’expression du transgéne

2.4.1- Analyse des niveaux d’ARN messagers par RT PCT quantitative en

temps réel

Les ARNSs totaux des différents tissus sont extraits a I'aide de différents kits QIAGEN.
La quantité d’ARNs extraits est évaluée par dosage spectrophotométrique au
NANODROP sur 1 L. Enfin, l'intégrité des ARNs est vérifiée par électrophorése sur
gel d’'agarose a 0,8%.

1ug d’ARN total est traité a la DNase | (0,025 U/pl, Invitrogen, Cergy, France)
pendant 15 minutes a température ambiante. L’inactivation de la DNase se fait par
lajout dEDTA (1 pl, 25 mM) et une incubation a 65°C pendant 10 minutes, dans un
volume final de 11 pyL. L’ARN est ensuite déstructuré a 65°C pendant 10 minutes en
présence d’hexonucléotides aléatoires (1,5 ul, 50 ng/uyl Amersham Biosciences,
Orsay, France) et de dNTP (1 ul, 10 mM), puis transcrit de fagon reverse par la
Superscript Il (0,5 pl, 200 U/pl Invitrogen, Cergy, France) en présence de DTT (2 ul,
0,1 M) et de RNase (0,5 pl, 40 U/ul) dans un volume final de 21uL selon les temps
d’incubation suivants :10 min a 25°C, 60 min a 42°C et 15 min a 70°C (thermocycleur
Biometra, Goettingen, Allemagne). La PCR quantitative en temps réel est réalisée
sur un appareil GeneAmp 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Foster City, CA) par la chimie Tagman ou SYBR Green (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Des contrbles négatifs (sans enzyme transcriptase reverse) sont inclus
dans chaque expérience. Des duplicats sont réalisés pour chaque échantillon et la
valeur moyenne du duplicat est utilisée pour calculer 'expression en ARNm du géne
d’intérét et du géne de référence (géne de ménage de I'’ARN ribosomique 18s). Les
niveaux d’expression dARNm sont quantifiés par la méthode de comparaison des
Ct. Le Ct représente le seuil de nombre de cycles au niveau duquel le signal de
fluorescence est augmenté de maniére linéaire par rapport au bruit de fond. Les
résultats sont normalisés par rapport a 'ARN ribosomal 18S a l'aide du kit « rRNA
control Tagman Assay » (Applied Biosystems, Foster City, CA). Les résultats sont

exprimés en 22,

2.4.2- Mesure de I'activité enzymatique de la protéine reportrice CAT

Pour quantifier I'activité de 'enzyme reportrice CAT, les tissus prélevés sont broyés a
l'ultraturrax dans 500 ul de tampon TED (250 mM Tris pH 7,6, 5 mM EDTA, 1 mM

DTT). Les broyats sont mis a incuber a 65°C pendant 7 min 30 secondes et
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centrifugés a 15300 g pendant 15 min a 4°C. Le surnageant, correspondant a la
fraction protéique cytosolique débarrassée de la fraction membranaire, est stocké a
-20°C jusqu’a la mesure d’activité CAT. La concentration en protéine totale est
évaluée selon la méthode de Bradford (kit BioRad protein Assay), basée sur le
changement de couleur du Bleu de Coomassie en présence de protéines. Le dosage
est réalisé par comparaison avec une gamme étalon d’albumine bovine, par
spectrophotomeétrie a une longueur d’'onde de 595 nm.

La mesure d’activité enzymatique est fondée sur I'utilisation d’un substrat portant un
atome de carbone radiomarqué ('*C), sur lequel est transféré un groupement acétyl.
Sur 30 ul d’extrait protéique, 15 yl de mélange réactionnel sont rajoutés (Tris 1 M pH
7.6, 5 pl, n-butyryl-CoA 5 mg/ml, 2,5 ml, *C Chloramphénicol 25 pCi/ml, 2,5 ml) et
mis a incuber 4 heures a 37°C. La réaction d’acétylation est ensuite arrétée par ajout
de 200 uL de Pristane/Xyléne (2/1). Le mélange est vortexé 30 sec puis centrifugé 5
min a 15300 g. La phase solvant, contenant le chloramphénicol acétylé radiomarqué,
est mélangée avec 3 ml de liquide scintillant (Emulsifier safe Perkin-Elmer) et mise a
compter dans un compteur a scintillation. L’activité CAT est exprimée en cpm par

minute et par mg de protéines totales.

3- Protocoles expérimentaux

Etude 1 : Caractérisation de I’expression d’UCP3 dans les muscles

squelettiques

Des fragments de transgenése de taille décroissante (Figure 19) ont été générés afin
de caractériser la plus petite séquence intronique conférant la spécificité
d’expression musculaire dhUCP3 a travers le géne rapporteur CAT. Pour les
fragments de transgenése contenant les parties introniques A, A1 et A6, dans
chaque cas deux lignées de souris présentant une expression musculaire de la CAT
ont été établies. Les animaux transgéniques sont sacrifiés a I'age adulte (6 a 10
semaines) et différents tissus sont prélevés: rate, cceur, tissu adipeux brun (TAB),
diaphragme et quatre muscles squelettiques de la patte (biceps femoris, rectus
femoris, gastrocnemius et soleus). Une mesure d’activité CAT (cf paragraphe 2.4.2)
a été réalisé avec un animal représentatif de chacune de ces 6 lignées afin d’établir

une comparaison des différents profils d’expression tissulaire.
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A6 représente actuellement le plus petit fragment intronique qui assure la spécificité
d’expression musculaire du géne rapporteur. Les régions génomiques comprenant le
locus d'UCP3 ont été extraites de la banque de données UCSG Genome pour
différentes espéces. Une analyse bioinformatique a été réalisée a l'aide de la suite
de programmes JASPAR et Cis-eLement Over-representaion (Clover) pour la
recherche de sites putatifs de liaison de facteurs de transcription (125, 48). Un
alignement de séquences nucléotidiques entres différentes espéces (homme, souris,
rat, chimpanzé, macaque rhésus, chien et vache) a été réalisé avec le programme
blastz/Threaded Blockset Aligner afin de rechercher des séquences conservées

entre especes.

Etude 2 : Manipulations nutritionnelles de jeiine chez I’adulte

Différentes lignées d’animaux transgeéniques, avec le gene UCP3 entier (16 kb) ou
avec les fragments A, A1 ou A6, comprenant des méles et des femelles de souche
B6D2 ont été utilisées (Figure 19). Les animaux, 2 ou 3 par cage, ont été mis a jeun
pendant 48 heures tout en maintenant I'accés a I'eau afin d’éviter la déshydratation.
Les animaux témoins ont continué d’étre nourri avec le régime standard Harlan
T2018. A l'issu de la période de 48 heures les animaux mis a jeun et les animaux
contréles sont sacrifiés et le sang est collecté sur 50 ul ’EDTA 2% pour récupérer le
plasma (centrifugation a 1250 g pendant 15 min a 4°C). Lors de la dissection, les
muscles de la patte (biceps femoris, rectus femoris, gastrocnemius et soleus), le
diaphragme, le cceur, le TAB et un organe n’exprimant pas hUCP3 (foie, rein ou rate)

sont prélevés et rapidement congelés dans I'azote liquide puis stockés a —20°C.

Etude 3 : Manipulations nutritionnelles de sevrage chez le souriceau et la

femelle lactante

Différents groupes de femelles transgéniques pour le fragment A (intron 1) ont été
constitués (Figure 19) :
- Groupe | : femelles vierges (n = 5)
- Groupe Il : femelles gestantes sacrifiées le jour de la mise bas (JO) (n = 5)
- Groupe lll : femelles lactantes avec souriceaux non sevrés (n = 6)
- Groupe IV : femelles lactantes avec souriceaux sevrés a J15 ou J20 (n =5 ou
6)
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Les femelles sont induites hormonalement (injection intrapéritonéale de PMSG a J-3
suivie d’une injection péritonéale d’'HCG a J0) et mises a accoupler avec des males
B6D2/F1. Aprés la mise bas (J0), la portée est criblée a J10 et seuls les souriceaux
transgéniques sont conservés. A J15 ou J20, certains souriceaux (n = 6) sont
séparés de leurs méres et alors soumis a un alimentation riche en glucides : c’est le
sevrage, tandis que les autres (n = 6) continuent de téter. Dix-huit a 20 heures aprés
cette transition nutritionnelle, les souriceaux (sevrés ou non sevrés) et les meres sont
sacrifiés et le sang est collecté sur 50ul dEDTA 2% pour récupérer le plasma
(centrifugation a 1250 g pendant 15 min a 4°C). Lors de l'autospie, les muscles de la
patte (biceps femoris, rectus femoris, gastrocnemius et soleus), le diaphragme, le
ceeur, le TAB et un organe n’exprimant pas hUCP3 (foie, rein ou rate) sont préleves

et rapidement congelés dans I'azote liquide puis stockés a —20°C.
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Fragment d’'DN Effectifs
génomique Age (semaines)
d'intérét Controle Ajeun
Gene entier 6 (2M, 4F) 5 (2M, 3F) 20
hUCP3 (16 kb) ’ ’

A 6 (1M, 5F) 8 (2M, 6F) 19a29

A1 7 (3M, 4F) 6 (3M, 3F) 9

A6 6 (OM, 6F) 6 ( OM, 6F) 12

‘48 heures
Sacrifice
* Plasma
*Muscles (Biceps femoris, rectus femoris,
gastrocnemius, soleus, diaphragme, coeur) Expression du
*Tissu adipeux brun transgene
*Foie, rein, rate
Femelles transgéniques pour le
B fragment A (n=21)
l Traitement hormonal (HCG,
PMSG)
Gestation

Mise bas (J0)

Conservation des souriceaux
transgéniques

Sevrage (J15 ou J20)
(ration riche en glucides)
18-20 heures

Sacrifice des souriceaux et des méres

* Plasma

*Muscles (Biceps femoris,
rectus femoris, gastrocnemius,

soleus, diaphragme, coeur) Expression du transgéne
Tissu adipeux brun

*Foie, rein, rate

Figure 19: Protocoles d'étude (A) de I'expression d'UCP3 lors d'une situation
de jeine chez I'adulte sur différentes lignées de souris transgéniques B6D2 (B)
de Il'expression d'UCP3 lors du sevrage chez les souriceaux et les meéres
transgéniques pour le fragment A
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4- Autres dosages réalisés

4.1- Dosage de ’ARNm de mUCP3

Se reporter au paragraphe 2.4.1

4.2- Dosages biochimiques

Les acides gras libres sont dosés sur 5 ul de sérum par une méthode enzymatique
colorimétrique a l'aide du kit NEFA-C (Wako Chemicals, USA), lecture au
spectrophotometre a 550 nm. Le glycérol est dosé sur 15 ul de sérum par la méthode
du tampon hydrazine, lecture au spectrophotométre a 340 nm. L’insuline est dosée
sur 10 pl de sérum par méthode immunoenzymatique colorimétrique (kit Mercodia
Ultra sensitive Mouse Insulin, Sweden). Le glucose et les triglycérides ont été doseés

par la plate-forme de biochimie de I'lFR 31.

5- Analyses statistiques

Les comparaisons entre les différents groupes d’animaux sont établies par le test
non paramétrique de Mann Whitney (Logiciel SPSS 12.0). Les valeurs présentées
sur les graphiques et citées dans le texte correspondent a la moyenne plus ou moins
'erreur standard moyenne (ESM). * = p < 0,05; *™ = p <0,01; *™ = p < 0,001.

86



87



CHAPITRE 2: INFLUENCE DE L’ALIMENTATION SUR
L’EXPRESSION MUSCULAIRE DE UCP3

Peu d’études ont été menées sur la régulation de I'expression de hUCP3 in vitro et
de surcroit in vivo. Les modéles cellulaires se sont révélés insuffisants : TARNm
d’'UCP3 est faiblement exprimé dans les cellules musculaires indifférenciées
(myoblastes) et demeure éloigné des taux observés in vivo. Face a ces limites,
Riquet et al. (116) ont entrepris en 2003 une étude in vivo, basée sur
I'électroporation dans un muscle de souris de différentes constructions promoteur-
gene rapporteur Luciférase. Mais ce modéle ne permet qu'une expression transitoire
d’UCP3 humain (hUCP3) sans insertion dans un contexte chromatinien, ce qui laisse
supposer des résultats différents de la situation physiologique. D’autre part, ce
modéle ne permet pas I'étude de l'influence de nutriments ou de drogues sur
I'expression de hUCP3. En réponse a ces différents problemes, notre équipe a utilisé
la transgenése additive pour étudier in vivo les séquences régulatrices du géne
humain UCP3. En effet, seule une analyse fonctionnelle chez I'animal permet de
définir les séquences conférant la spécificité d’expression musculaire et celles

responsables de la réponse aux hormones et nutriments.
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Etude 1 : Caractérisation de I’expression d’UCP3 dans les muscles

squelettiques

1- Résultats

1.1- Expression musculaire des différents fragments de transgenése

Au cours de l'étude 1, différents fragments de transgenése ont été microinjectés
contenant tous 3,3 kb de promoteur et 'exon 1 en amont du géne rapporteur de la
CAT et se différenciant par la nature de la séquence intronique ajoutée en aval du
gene CAT. lIs caractérisent les différentes lignées de souris trangéniques obtenues.

La microinjection des fragments A, A1 et A6 ont donné lieu a I'établissement de
lignées de souris transgéniques dont certaines expriment le trangéne au niveau
musculaire. En revanche aucune lignée de souris transgéniques n’a présenté
d’expression musculaire du géne rapporteur CAT avec les fragments A2 et A5.
L’intégrité du transgéne contenant le fragment intronique A5 a été vérifiee a partir
d’ADN génomique de souris amplifié par PCR. La figure 20 compare la taille des
différentes parties de la construction transgénique (promoteur de hUCP3, exon 1,
gene rapporteur CAT et fragment intronique A5) pour des animaux représentatifs des
trois lignées obtenues avec A5 avec celles d’'un animal transgénique contrdle positif
portant le fragment A1 (qui inclue donc le fragment A5) et un animal contréle négatif
transgénique, pour une tout autre construction (géne de la lipase hormono-sensible
sous contréle du promoteur ap2). Le promoteur, 'exon 1, la CAT et le fragment
intronique en aval du géne rapporteur des animaux portant le fragment A5, mesurent
respectivement 400 pb, 494 pb, 438 pb et 331 pb et correspondent bien aux tailles
obtenues avec 'animal contrdle positif portant le fragment A1. Aucune trace n’est

observée a ces mémes tailles pour I'animal contrdle négatif.
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Promoteur

438 pb - i 331 pb
12 345mt12 345mt

Figure 20: Vérification de l'intégrité du transgéne contenant le fragment AS.

Amplification par PCR sur 2 yl d’ADN génomique des différentes parties du transgéne : promoteur,
exon 1, géne CAT et fragment intronique A5. 1, 2 et 3 : animaux transgéniques pour le fragment A5
représentatifs de chacune des trois lignées établies. 4 : animal transgénique pour le fragment A1
(contenant A5), contrble positif. 5 : animal transgénique portant une construction ou le géne de la
lipase hormono-sensible est sous contréle du promoteur ap2, contrle négatif. mt : marqueur de taille
100pb. En marge de la photo sont présentées les tailles attendues des différents amplicons.
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Le tableau VI présente l'activité CAT dans les tissus d’un animal représentatif de
chacune des lignées de souris transgéniques établies et exprimant le transgéne au
niveau musculaire. Premierement, quelque soit le fragment intronique, I'expression
dans le cceur et la rate est trés faible et peut étre considéré comme nulle ; dans le
diaphragme, l'expression est faible. Aucune expression musculaire du transgéne
n’est observée chez les animaux portant respectivement le fragment A2 ou A5, par
rapport a ceux portant le fragment A1 ou AG, permettant de conclure que les
séquences responsables de I'expression musculaire d’UCP3 se situent dans la partie
5" de l'intron 1, et plus particulierement dans une région « interne ». L’expression du
transgéne est maximale dans le biceps femoris, muscle a métabolisme glycolytique
et contraction rapide, chez les animaux A 22.70, A 6.35, A1 4.1 et A1 9.1 (Figure 21).
Cette expression est maximale dans le muscle mixte gastrocnemius chez I'animal A6
26.4, et dans le soleus (muscle a métabolisme oxydatif et contraction lente) chez
'animal A6 13.8. Enfin, une hétérogénéité de I'expression du transgéne dans les
muscles en fonction de la lignée obtenue pour un méme transgéne peut étre
relevée :

- L’activité CAT dans le biceps femoris et dans le gastrocnemius est plus faible
chez I'animal A 6.35 représentant la lignée 6 que chez I'animal A 22.70,
représentant la lignée 22 (respectivement 41340 vs 311660 cpm/min/mg et
18951 vs 296007 cpm/min/mg).

- L’activité CAT dans le biceps femoris est plus faible chez I'animal A1 4.1
représentant la lignée 4 que chez I'animal A1 9.1, représentant la lignée 9
(32410 vs 169285 cpm/min/mg).

- L’activité CAT dans le biceps femoris, le rectus femoris, le gastrocnemius, le
soleus et le diaphragme est plus faible chez I'animal A6 26.4 représentant la
lignée 26 que chez I'animal A6 13.8, représentant la lignée 13 (respectivement
7215 vs 91507 cpm/min/mg, 11201 vs 75007 cpm/min/mg, 15063 vs 240035
cpm/min/mg, 14201 vs 297326 cpm/min/mg et 4938 vs 104507 cpm/min/mg).

Le niveau d’expression du transgene est dépendant de son site d’insertion dans
I'ADN (et trés rarement du nombre de copies insérées). De ce fait, les observations
citées ci-dessus ne sont que purement descriptives et n‘ont pas de portée

fonctionnelle.
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Activité CAT (cpm/min/mg)

Fragment X/Y Dénomination
BF RF Gc Sol Dia Co TAB Ra

A 22.70 311660 40938 296007 10410 20271 4076 4826 4104
2 6.35 41340 26368 18951 2215 4979 2771 1868 2340
A1 4.1 32410 14049 12799 3215 2479 2299 2979 2438
o 9.1 169285 23979 14660 13507 3632 2507 3549 3132

A2 0/3 - - - - - - - - -

_AS 0/3 - - - - - - - - -
A6 13.8 91607 75007 240035 297326 104507 3188 14924 2285
T o 26.4 7215 11201 15063 14201 4938 3257 3854 243

Tableau VI : Activité CAT dans les tissus chez différentes lignées de souris
transgéniques, portant un fragment intronique de taille variable.

X : nombre de lignées de souris transgéniques présentant une expression musculaire du transgene,
Y : nombre de lignées de souris transgéniques établies. La dénomination des lignées de souris
transgéniques exprimant le transgéne au niveau musculaire comprend le numéro de la lignée suivi du
numéro de I'animal. Chacune de ces lignées est représentée par un animal, sur lequel la mesure de
lactivité CAT a été réalisée. BF: biceps femoris, RF: rectus femoris, Gc: gastrocnemius, Sol: soleus,
Dia: diaphragme, TAB: tissu adipeux brun, Co: cceur, Ra: rate.

350000 -
300000 - il — _
250000 - _

WBF
200000 - BRE

CAT (cpm/min/mg)

150000 - OGe
OSol
100000 -
50000 - .
0 - : o s I | ‘

A 2270 A 6.35 A14.1 A19.1 A6 13.8 A6 26.4

Figure 21: Profils d'expression musculaire d'hUCP3 chez les différentes
lignées transgéniques.
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1.2- Analyse informatique assistée du fragment A6

L’alignement des introns 1 d’'UCP3 a été réalisé pour 7 espéces de mammiféres (bos
taurus, canis familiaris, homo sapiens, mus musculus, pan troglodytes, rhesus
macacus et rattus norvegicus) et a révélé d'importants sites conservés localisés dans
les parties A5, A6 et a I'extrémité 3’ de l'intron (Figure 22). Les analyses assistées
par ordinateur ont également révélé I'existence de plusieurs sites putatifs de liaison
pour des facteurs de transcription au sein de ces séquences. Dans la partie A6, deux
régions sont hautement conservées entre 5 espéces (bos taurus, canis familiaris,
homo sapiens, pan troglodytes et rhesus macacus ; I'intron 1 des rongeurs étant plus
court, les parties A5 et A6 n‘ont pas de correspondance chez eux). La premiére
(position 37-42) inclue un site potentiel de liaison pour un facteur de transcription a
motif doigt de zinc de la famille DOF. Cependant, I'importance de ce facteur de
transcription est moindre car ce type d’élément régulateur appartient au régne
végétal. La deuxieme région d’intérét hautement conservée (position 24-32) présente
des sites putatifs de liaison de facteurs de transcription de type Forkhead (FOX),
SRY ou Broad-complex. D’autres régions nucléotidiques plus faiblement conservées
ont également été mises en évidence, présentant des sites de liaison pour des

facteur a doigt de zing (KlIf4 et PBF) ainsi que pour le récepteur nucléaire RORa.
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CCCACAATTCCTCCAGAGTATAAGGCCCTTTC- - CCCAGGAGG: - - - - - -

TCCAGAACCCCTCCAGAGCGT TAAGCCCTTTC- - CCCATGAGGGTCCTGG
TCTGCGATTCCTCCAGAGCATAAATCCCTCTCTTTCCATGAGGACCCTGG
TCTGCGATTCCTCCATAGCATAAATCCCTCTCTTTCCATGAGGACCCTGG
TCTGCGATTCCTCCAGAGCATAAGT CCCTTTCTTTCCGTGAAGACCCTGG

GGACCCCTTTTCTGGGTAGAGGTGGTACAGGCACTTCTGECG - - - - - - -

GG CCCTCTTCCTGAGTAGGGATGACAGGGEGECACT TCTGACCT GAGGCGT
GG CCCTCTTCCTGAGTAGGGATGACAGGGEGECACT TCTGACCT GAGGECGT
GG - CCTCTTCCTGAGTAGGGATGACAGGGEGECACTTCTGACCTGAGES- T

GGTCCAGGTCATTTGCTGGGAGCTTTACAGAGCCC- - - ATGGTCTCT- - G
GGTCCAGGTCATTTACTGGGAGCT TTCCAGAGCCC- - - ATGGTCTCTCCG

CTCAGCA------------- GGCATGCAGGAGAGACT TTIGCCGGGAAGGT
CTCAGECGECTTCCTCCGECGEEGATGCTGT GGAGECT TT
CCCAGACGGCTTCTTCAGT- GGGCTGCTGTGAAGGECTTT
CCCAGACGGCTTCTTCAGT- GGGECTGCTGT GAAGGCT TTIGCCGGEGAGEGT
CCTAGATGGCTTCTTCAGT- GGGECTGCTGT GAAGGCT TTIGCCGGEGAGEGT

GGGT TGGAGT TGGEGAGGECAACT GGT GT TGGGTAGGATGT CTCAAAAT GG
GGGTTGGAGT TGGEGAGGECAACT GGTATTGGGTAGGATGT CTCAAAAT GG

651
GGACTCTGA- TCCCTGCTCCAGAGCCACCACGGAGAACTTGITTCTAATG

GGTCCTCTT- CCCCCGCTTCAGAGCTACCACAGGGAGT T- - TTCCTAATG

GGTCCCCTT- CCCCCGCT TCAGAGCTACCATGGGGAGT T- - TTCCTAATG
701
CAGATTCCCAGGACCCCAGCTCAGACCTGAA- - - - - - - - TCTCAGGCTGA

CAGATACCCCAG- CCCCAGCCTACACCTGAATCAGGATATCTGGCCTTGA
cagatt cct agg- ccccaccccagacct aaat caggat ct ct gggget ga
CAGATTCCTAGG CCCCACCCCAGACCTAAATCAGGATCTCTGGGGCTGA
CAGATTCCTAGG CCCCACCCCAGACCTAAATCAGGATCTCTGGGGCTGA

751
GGG - - CCAAGAAT CCGGT CTIGTAAACAAGT GGCTCCAGGTACCCTGAGC
GGGCCTCTGAGAAT CCACT CTIGTAAACAAGCAGCT CCAGGGATCCTGAGC
gag- - - ct gagaat ct gct ct|gt aaacaagcagct caagggat cct t ggc
GAG - - CTGAGAATCTGCTCT[GTAAACAAGCAGCT CAAGGGATCCTTGGC
GGG - - CTGAGAATCTACT CT|GTAAACAAGCAGCT CAAGGGATCTTCGGC

Foxqg1, FoxD1, SRY, Broad complex 3

cfa
hsa

ptr
rna
rno

bt a
cfa
hsa

ptr
rm
rno

bt a
cfa
hsa

ptr
rma
rno

bt a
cfa
hsa

ptr
rna
rno

bt a
cfa
hsa

ptr
rm
rno

bt a
cfa
hsa

ptr
rma
rno

bt a
cfa
hsa

ptr
rna
rno

bt a
cfa
hsa

ptr
rma

801
TCGCTCTGAAGTCTTAGA- - CTCTGGGAGGT GGECCTGAAGE- - - - - - AG
TCTCCCTGAAATGTGAGG - CTCTGGACCCTGAAACAGGCAG- - - - - - - G

t ct ccct gaagt ct gagact ct ct gGgcagt gaaacaggcgcagct t cag
TCTCCCTGAAGT CTGAGACT CTCT GEECAGT GAAGCAGGCGCAGCTTCAG
TCTCCCTGAAGT CTGAGACT CTCTGEECAGT GAAACAGGCACACGCTTCAG

851
GTGCCAGACAGAC- TGGCECTCTAATCCC- TCTCCATCCCTCTAGCCTTGT
GTGTCAGACCA- - - - GGCCTCCAATCCCAGCCCCATCCCTTCAGICTTAT
At gt cagacaaacgt gggcaccaat ct cagct ccagcact t cagct gt at

ATGTCAGACAAACGT GGGCACCAATCTCAGCTCCAGCACTTCAGCTGTAT

ATGTCAGACAAGCATGGACACCAATCTTAGT GCCAGCACTTCAGCTGTAT
901
AACTAGCTGAAGCCCTCAAAGCTTCGEG: - - - - - GCTTTTGGACCCAG- -

GATTGGCGGAAGCCCT TGGAGCCTGACATCCCTTGT TTATGAAGT GGGAA
Gact agcaaaagccct ggaagcct caggt ccct ggt t t acgaaat gagaa
GACTAGCAAAAGCCCT GGAAGCCT CAGGT CCCTGGT TTACGAAATGAGAA
GACTAGCTAAAGCCCT GGAAGCCT CAGGT CCCTGGT TTATGAAATGGGAA

951
- - ACAACAGCAACTATCT- CGTAGCCTTATAAAGGGATTGAATTAGTICAC
TCACTGTGACCACTA- CTGCATAGCCT TATAAAGGGACTGAATTAGT CAA
t aat aat agcaact a- ct - t gt agcct t at gaagggat caaat cagt cag

TAATAATAGCAACTA- CT- TGTAGCCTTATGAAGGGATCAAATCAGICAG
TAATAATAGCAACTA- CT- TGTAGCCTTAT- AAAGGATCGACTCAGTCAG

1001
TGCCTCTAGAGCCCT CAGCGCAGT GTCTGGTGCAGGAAGT GTTCAGCAGA
TACCTATAAAGCCCT CAGCCCCATGCCT CATGCAAGAAGCACTGAGCAGA
Tgt ct gt aaagccct cagcacggt at ct ggt gcaagaagcaaccagcaaa
TGTCTGTAAAGCCCT CAGCACGGT AT CTGGTGCAAGAAGCAACCAGCAAA
TGTCTGTAAAGCCCT CAGCACGGTATCCAGT GCAAGAAGCAACCAGCAAA
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Figure 22 : Analyse bio informatique, alignement du fragment A6 pour différentes
espéces et positionnement des éléments régulateurs potentiels.

Les séquences nucléotidiques ont été alignées entre 7 espéces de mammiféeres (bta: bos taurus, cfa: canis
lupus familiaris, hsa: homo sapiens, mmu: mus musculus, ptr: pan troglodytes, rma: rhesus macacus et ro:
rattus norvegicus). La séquence humaine apparait en bleu. _ signifie qu’il n’existe pas de correspondance

nucléotidique.

Les régions de forte homologie, conservées dans les 5 espéces de mammiféres (bta, cfa, hsa, ptr et rma),
ont été encadrées en rouge. Les facteurs de transcription potentiels sont présentés en rouge sous chaque
cadre. Les régions de forte homologie obtenues par I'analyse de I'’équipe de Villarroya apparaissent en

gras.

Dof: DNA binding with one finger , PBF: papillomavirus binding factor, Fox: forkhead factor, SRY: sex-

determining region Y.
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2- Discussion

Au laboratoire, lors d’'une premiére approche, I'utilisation d’un transgéne comprenant
16 kb de hUCP3 a montré une expression marquée de 'TARNm d’hUCP3 dans les
muscles squelettiques des souris transgéniques, comparable a celle observée dans
les échantillons musculaires murins ou humains. D’autre part, I'expression de
'ARNm d’hUCP3 était plus forte dans les muscles de type glycolytique que dans
ceux de type oxydatif comme cela avait été décrit par Hesselink et al. (61). De plus,
ces animaux ont présenté une augmentation de I'expression de TARNm de hUCP3
aprés 48h de jeline. Aussi, toutes les séquences régulatrices nécessaires a la
spécificité musculaire, la distribution selon le type de fibre ainsi que celles
importantes pour la régulation nutritionnelle semblaient présentes au sein du
fragment de 16 kb.

Par la suite, I'étude du promoteur de hUCP3 montra clairement qu’il n’était pas
suffisant pour I'expression d’'UCP3. En effet, la microinjection de constructions
constituées de délétions successives du promoteur de hUCP3 placées en amont du
gene rapporteur LacZ ou de la chloramphenicol acetyl transferase (CAT) n’a pas
permis d’obtenir de lignée de souris présentant I'expression musculaire du géne
rapporteur utilisé.

Ces résultats ont donc mené 'équipe a supposer que les séquences responsables
de la spécificité musculaire d’expression se localisaient non dans le promoteur mais

dans les séquences introniques.

2.1- Expression musculaire spécifique des fragments A, A1 et A6

La construction et la micro-injection de nouvelles constructions portant différents
fragments introniques a permis de préciser la position intronique des séquences
conférant la spécificité d’expression musculaire ’hUCP3. En effet, une expression
musculaire spécifique des transgénes contenant les fragments A, A1 et A6 a été
observée chez les animaux transgeéniques, ce qui n'a pas été le cas les animaux
portant les fragments A2 ou A5, mettant en évidence l'importance des régions

internes de la partie 5’ de l'intron 1.

2.2- Absence d’expression tissulaire de A5
La régulation transcriptionnelle de genes exprimés préférentiellement dans le muscle
squelettique a été largement étudiée in vitro dans des modeles cellulaires. Dans le

cas de hUCP3, les études sur cellules L6 (myotubes) ou sur cellules musculaires
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humaines ont permis de mettre en évidence dans le promoteur proximal des
séquences cis régulatrices nécessaires a la fixation in vitro du facteur de transcription
musculaire MyoD. Le promoteur proximal présente également un élément de
régulation multi-hormonal ou PPARa s’hétérodimérisant avec RXRa et interagissant
avec MyoD, activerait la transcription du géene UCP3 (143). Cependant les lignées ou
les cultures primaires de muscle expriment des niveaux trés faibles par rapport au
muscle in vivo. In vivo, par transgenése additive ce méme promoteur demeure inactif
(travaux non publiés du laboratoire) laissant supposer I'existence d’éléments
régulateurs introniques additionnels nécessaires a I'expression musculaire de
hUCP3. L'analyse de l'intron 1 par transgenése additive semble montrer que ces
séquences se localiseraient plus précisément dans les 966 premiéres paires de base
de lintron 1, c'est a dire dans le fragment A1. Une analyse bioinformatique
comparative de lintron 1 entre 7 especes de mammiféres a montré des modules
conserveés entre différentes especes au sein du fragment A5 mais ne semblant pas
étre impliqués dans I'expression musculaire spécifique d’UCP3. Un défaut du
transgéne peut étre écarté car les différentes parties de la construction ont été
vérifices par PCR. Cela laisse supposer que les séquences responsables de
I'expression musculaire ne se situent pas dans ce fragment intronique ou bien que ce

dernier ne suffit pas a lui seul pour I'expression.

2.3- Expression musculaire du transgéne portant le fragment A6

Deux des trois lignées établies pour le fragment A6 ont présenté une expression
musculaire du géne rapporteur.

L’expression de la CAT présente une hétérogénéité en fonction des lignées.

Le profil d’expression musculaire présenté par les animaux portant le fragment A6
différe de ceux obtenus chez les lignées transgéniques pour les fragments A et A1.
Dans ce dernier cas, I'expression d’'UCP3 n’est pas maijoritaire dans les muscles de
type 2B (biceps femoris, rectus femoris). L'expression d’UCP3 dans le muscle de
type 2A soleus est trés importante. Cela signe peut étre une perte de I'expression
spécifique du type de fibre chez les animaux exprimant le transgéne avec le fragment
AG6. Cette observation a été confirmée au niveau des ARNm et sur plusieurs animaux
(données non présentées).

Une analyse bio-informatique a été réalisée sur l'intron 1 et plus particuliérement sur
la région A6. Les séquences introniques de 7 especes de mammiféres (cf
paragraphe 1.2) ont été alignées. La partie A6 des primates, du bceuf et du chien n’a
pas de correspondance chez les rongeurs car l'intron 1 est plus petit. Au sein de ce
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fragment nous avons donc accordé de I'importance aux séquences conservées entre
toutes les espéces excepté les rongeurs. Deux zones hautement conservées ont été
mises en évidence. Les matrices du programme informatique utilisé ont distingué au
sein de la premiére région conservée un site de liaison pour un facteur de
transcription de la famille DOF, n’ayant cependant pas d’activité dans les cellules
animales. Dans la deuxiéme région conservée, de sites de liaison pour des facteurs
de type Forkhead, SRY ou Broad complex ont été révélés. Nous avons alors
entrepris une collaboration avec I'équipe espagnole du Professeur F. Villarroya avec
pour objectif de tester in vitro la fonctionnalité des séquences d’intérét dégagées par
'analyse in silico. L’analyse informatique menée indépendemment par cette équipe a
abouti a des résultats similaires aux nétres ; deux autres régions conservées ont été
mises en évidence pouvant lier différents facteurs de transcription (ETS, NRF2...).
Des tests de fonctionnalité ont été réalisés in vitro. Des systémes promoteur-
Luciférase plus ou moins additionnés de lintron 1 ont été transfectés dans deux
modéles de myotubes (C2C12 et L6) accompagnés de vecteurs d’expression pour
différents facteurs de transcription (NRF2a, NRF23, MyoD, FOXO1, FOXO3,
FOXC2, Myf 5, ETS2, PPARa ou combinés: MyoD+FOXC2, MyoD+FOXO3A,
MyoD+ETS2, MyoD+NFR2, MyoD+PPARa). La présence de l'intron n’a pas permis
d’augmenter l'activité du géne rapporteur en présence des différents facteurs de
transcription. Cependant, ce résultat ne signifie pas que ces sites ne sont pas
impliqués dans la régulation in vivo de I'expression musculaire dUCP3. En effet,
d’autres protéines trans régulatrices dans un contexte in vivo pourraient jouer un réle.
Différents projets pourraient étre envisageables a moyen terme afin de tester la
pertinence des régions conservées au sein du fragment A6. Une approche par gel
retard pourrait étre menée pour caractériser les éléments qui lient spécifiquement
des facteurs de transcription musculaires en comparant des extraits nucléaires de
muscle squelettique qui expriment fortement UCP3 et de foie qui n’exprime pas cette
protéine. En fonction des interactions établies dans ces zones, il est ensuite
envisageable de réaliser de nouvelles constructions de transgenése ciblées en
utilisant la mutagenése dirigée. Enfin, il serait intéressant de voir si la mutation

d’éléments introniques d’intérét affecte I'expression musculaire de hUCP3.
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Etude 2 : Régulation de I’expression d’UCP3 (murin ou géne CAT en
totalité, 16 kb, ou en partie, fragments A,A1 ou A6) aprés une

période de jeiine de 48 heures chez les souris adultes.

1- Résultats

1.1- Expression de mUCP3 (UCP3 murin)

1.1.1- Chez les animaux contréles négatifs (animaux nourris)

Distribution tissulaire de mUCP3 (ARNm)
L’expression de mUCP3 est observée dans les muscles striés squelettiques
totalement (biceps femoris et rectus femoris) ou majoritairement (gastrocnemius) a
métabolisme glycolytique et contraction rapide (type 11B) et dans le diaphragme a un
niveau comparable quelque soit la lignée de souris transgéniques (Tableau VII).
Dans le soleus, un muscle a métabolisme oxydatif et a contraction lente, 'expression
de mUCP3 s’avére plus faible sauf chez les souris portant le transgéne incluant les
fragments A1 ou A6. Enfin, dans le TAB, I'expression d’'UCP3 est comparable a celle

observée dans les muscles de la patte, dans tous les cas.

Intensité de I'’expression de mUCP3 (ARNm)
L’expression de mUCP3 est maximale chez les animaux portant le transgéne de 16
kb et le fragment A6, intermédiaire pour les animaux transgéniques portant le

fragment A et plus faible pour ceux portant le fragment A1.

1.1.2- Chez les animaux mis a jeun pendant 48 heures

Quelque soit le fragment de transgenése, I'expression de 'ARNm de mUCP3
augmente
- dans les muscles striés squelettiques (facteur multiplicatif approximatif: 2 a
3):
0 biceps femoris (p<0,01 pour 16 kb et A1 ; p<0,001 pour A6)
0 rectus femoris (p<0,01 pour 16 kb, A1, et A6; p<0,05 pour A)
0 gastrocnemius (p<0,01 pour 16 kb, A, A1 et A6)
0 soleus (p<0,01 pour A et AG; p<0,05 pour 16 kb et A1)
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- dans le diaphragme (facteur multiplicatif approximatif : 2) (p<0,05 pour A et A1
et A6)
- dans le cceur (facteur multiplicatif approximatif : 2) (p<0,05 pour 16 kb et A6 ;
p<0,001 pour A1)

En revanche, I'expression de TARNm de mUCP3 reste stable dans le TAB.
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ARNm de mUCP3 (22¢t70%)

Fragment Statut

BF RF Gc Sol Dia Ceeur TAB
Nourris 6227+ 6150+ 6843 + 1946+ 5911+ 3526+ 4932+
11612~ 9323 932%A 262°A 1718%A 947" 784%A
16 kb
Jelne48h 16802+ 17244+ 15677+ 3517+ 8956+ 7690+ 4133+
9143~ 19207~ 15513~ 481°A 2428**  1478"A 571°
Nourris 2613+ 2427+ 2102 + 702 + 1598 + 1744 + 2550 +
920%8 785% 5978 104°8 522 843 6548
A
Jene48h 7111+ 9781+ 8633 £ 3665+ 7502+ 6364+ 3366+
2760%® 30317 23048 1406°* 20564 2110 672"
Nourris 424 + 516 + 478 +67% 466 + 477 + 288 + 593 +
35% 82%¢ 8ge 59%¢ 46°¢ 207%
A1
Jelne48h 1560+ 2147 + 1755 + 1427+ 1443+ 703+ 349+
238% 476% 329%¢ 322% 172%8 115°8 131°B
Nourris 4265 + 7910 5336 6973 + 10135 5085 3832
739° +1554° +916° 16912 +2680°  +16587  +1182°
A6 .
Jeline 48h 108307 35644 + 27376+ 18387+ 20447+ 11744+ 3010+
+ 7827* 6151** 1660** 3173* 2033* 1182
1988***

Tableau VIl : Expression tissulaire de FARNm de mUCP3 chez les souris portant le
géne hUCP3 en entier (fragment de 16kb) ou en partie (fragment A, A1 ou A6) dans
une construction promoteur-géne rapporteur et soumis ou non a un jeine de 48
heures.

a, b, c...pour une méme ligne, les différents superscripts indiquent une différence significative dans la
distribution tissulaire de TARNm de mUCP3 (a, NS ; b, p <0,05; ¢, p <0,001)

A, B, C...pour une méme colonne, les différents superscripts indiquent une différence significative
dans la distribution tissulaire de TARNm de mUCP3 (A, NS ; B, p<0,05; C, p <0,001)

* p<0,05;* p<0,01;** p<0,001 Comparaison entre les contréles négatifs (animaux nourris) et
les animaux mis a jeun pendant 48 heures portant le méme fragment de transgenése.

BF: biceps femoris, RF: rectus femoris, Gc: gastrocnemius, Sol: soleus, Dia: diaphragme, TAB: tissu
adipeux brun.
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1.2- Expression de ’ARNm de hUCP3 (UCP3 humain) (en totalité ou fragment
de 16 kb) ou de la CAT (fragments A, A1 et A6)

Chez les animaux contréles négatifs (animaux nourris)

En premier lieu, quelque soit le fragment de transgenése, aucune expression n’est
relevée dans le cceur et le TAB (Tableau 8).

D’autre part, I'expression de ’TARNm de hUCP3 ou de la CAT est supérieure dans les
muscles squelettiques biceps femoris, rectus femoris et gastrocnemius a celle
observée dans le diaphragme et dans le soleus pour les différents fragments de
transgenése sauf pour les animaux portant le fragment A6 ou I'expression dans le
diaphragme et le soléaire sont comparables a celle du gastrocnemius.

L’intensité de I'expression de TARNm de hUCP3 ou de CAT dans les muscles biceps
femoris est maximale avec le fragment A, dans le rectus femoris avec le fragment

A6, dans le gastrocnemius, soleus et diaphragme avec le fragment A6.

Chez les animaux mis a jeun pendant 48 heures
L’expression de TARNm de hUCP3 ou de CAT a tendance a augmenter chez les
souris trangéniques portant le fragment de 16 kb et chez celles portant le fragment A
dans les muscles biceps femoris et rectus femoris. L’augmentation est significative (p
< 0,01 pour le fragment 16 kb, p < 0,001 pour le fragment A) dans le gastrocnemius,
et dans le diaphragme (p < 0,05 pour le fragment A). Mais chez ces deux types de
souris transgéniques, aucune variation de I'expression de hUCP3 ou de CAT n’est
observée dans le muscle soleus. En revanche, I'expression de TARNm de CAT n’est
pas modifiée par le jelne de 48 heures chez les souris transgéniques portant le

fragment A1 ou A6.
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Fragment Statut

ARNm de hUCP3 ou CAT (22¢%")

BF RF Gc Sol Dia Cceur TAB
Nourris 12440 + 10810 + 8546 + 1512 + 7320+ 151+ 76+
3805 8 3208%8 12578 53208 1787°A 1214 33°B
16 kb
Jeline 17607 17341 + 15506 + 1958 + 11250+ 136+ 369+
48 h 2902%8 4329% 2789%8 430°A 4512%8 1154 109°
Nourris 40688 + 34661 + 36781 + 2293 + 9641 + ND 430 +
8896%A 106397 6235 664°A 3088°A 1809
A
Jeline 60046 + 70230 + 84457 + 2991+ 21715+ ND 626 +
48 h 14585 10800°A 7308%A 1031°A 3248~ 292¢
Nourris 8392 + 7666 + 12094 + 3010 + 2184+ 17+4°® 18+
17628 15218 2749%8 929PA 3238 6°C
A1
Jedine 9533 + 7306 + 11203 + 2531 + 2579 + 25+ 8+2°
48 h 3336% 2779% 3620%8 740P* 876°¢ 13°B
Nourris 31432 + 75148 + 103551+ 105210+ 103113+ 127+ 409+
13598 25398 22821 27977 33881 105 191
A6
Jeline 21278 + 49475 + 63955+ 114499+ 105672+ 98+31 458+
48 h 9716 9512 15073 22397 26417 387

Tableau VIII : Expression tissulaire de ’TARNm de hUCP3 ou du géne rapporteur CAT
chez les souris portant le géne hUCP3 en entier (fragment de 16kb) ou en partie
(fragment A ou A1) dans une construction promoteur-géne rapporteur et soumis ou

non a un jetne de 48 heures.

a, b, c...pour une méme ligne, les différents superscripts indiquent une différence significative dans la
distribution tissulaire de TARNm de hUCP3 (a, NS ; b, p <0,05; ¢, p <0,001)

A, B, C...pour une méme colonne, les différents superscripts indiquent une différence significative
dans la distribution tissulaire de TARNm de hUCP3 (A, NS ; B, p<0,05; C, p <0,001)

* p<0,05;* p<0,01;** p<0,001 Comparaison entre les contréles négatifs (animaux nourris) et
les animaux mis a jeun pendant 48 heures portant le méme fragment de transgenése.

BF: biceps femoris, RF: rectus femoris, Gc: gastrocnemius, Sol: soleus, Dia: diaphragme, TAB: tissu

adipeux brun.
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1.3- Variations des concentrations plasmatiques des acides gras

Chez les animaux contréles négatifs (animaux nourris)

La concentration moyenne des acides gras chez toutes les souris, indépendamment
du transgéne, est de 0,541 + 0,042 mmol/l, I'intervalle de confiance a 95% est:
[0,4550 ; 0,6264] (Tableau IX).

Pour chaque type de souris transgéniques la concentration moyenne d’acides gras
plasmatiques est de 0,538 + 0,046 mmol/l pour le fragment de 16 kb, 0,699 + 0,180
mmol/l pour le fragment A, 0,429 + 0,055 mmol/l pour le fragment A1 et 0,542 +
0,053 mmol/l pour le fragment A6. Il n’existe pas de différence significative entre ces

quatre groupes.

Chez les animaux mis a jeun pendant 48 heures

La concentration moyenne des acides gras chez toutes les souris, indépendamment
du transgéne, est de 0,8764 + 0,0549 mmol/l, l'intervalle de confiance a 95% est:
[0,7662 ; 0,9866].

Pour chaque type de souris transgéniques la concentration moyenne d’acides gras
plasmatiques est de 0,883 + 0,094 mmol/l pour le fragment de 16 kb, 0,795 + 0,119
mmol/l pour le fragment A, 0,781 + 0,137 mmol/l pour le fragment A1 et 1,061 +
0,082 mmol/l pour le fragment A6. Il n’existe pas de différence significative entre ces

quatre groupes.
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Acides gras plasmatiques (mmol/l)

Transgéne
Statut Total
16 kb A A1 A6
Effectif 6 5 7 6 24
Nourris 0,538 + 0,699 + 0,429 + 0,542 + 0,541 + 0,042
0,046° 0,180° 0,055° 0,053°
Effectif 5 7 6 6 24
Jelne 48 h 0,883 + 0,795 + 0,781 + 1,061 + 0,876 + 0,054°

0,094328 0,119%A 0,1373A 0,082

Tableau IX: Concentrations plasmatiques des acides gras chez les souris
transgéniques pour les fragments hUCP3 de 16 kb, A, A1 et A6 aprés une période de
jetine de 48 heures ou nourries pendant cette période (contréles négatifs).

a, b, c...pour une méme ligne, les différents superscripts indiquent une différence significative entres
les groupes de transgéne pour les animaux contrbles négatifs (animaux nourris) et pour les animaux a
jeun (a, NS ; b, p <0,05)

A, B, C...pour une méme colonne, les différents superscripts indiquent une différence significative
entre les animaux contrOle négatifs (animaux nourris) et les animaux a jeun portant le méme
transgéne (A, NS ; B, p<0,05;C, p<0,01)
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1.4- Recherche de corrélations entre les concentrations plasmatiques d’acides

gras et I'’expression des ARNm d’UCP3

Chez I’ensemble des animaux
Chez les animaux portant le fragment de 16kb, les concentrations plasmatiques
d’acides gras sont positivement corrélées a I'expression génique de mUCP3 dans le
biceps femoris (r = 0.707, p < 0.05), le rectus femoris (r = 0.716, p < 0.01), le
gastrocnemius (r = 0.726, p < 0.05) ; et a I'expression génique de hUCP3 seulement
dans le gastrocnemius (r = 0.726, p < 0.05).
Chez les animaux portant le fragment A, les concentrations plasmatiques d’acides
gras sont positivement corrélées a I'expression génique de mUCP3 dans le biceps
femoris (r = 0.613, p < 0.05) et le gastrocnemius (r = 0.564, p = 0.05); et a
'expression génique de la CAT seulement dans le rectus femoris (r = 0.705, p =
0.01).
Chez les animaux portant le fragment A1, les concentrations plasmatiques d’acides
gras sont positivement corrélées a I'expression génique de mUCP3 dans le biceps
femoris (r = 0.838, p < 0.001), le rectus femoris (r = 0.765, p < 0.01), le
gastrocnemius (r = 0.616, p < 0.05). Aucune corrélation ne peut étre établie entre les
concentrations plasmatiques d’acides gras et I'expression de la CAT dans les
muscles squelettiques chez ces animaux.
Chez les animaux portant le fragment A6, les concentrations plasmatiques d’acides
gras sont positivement corrélées a I'expression génique de mUCP3 dans le biceps
femoris (r = 0.691, p < 0.05), le rectus femoris (r = 0.580, p < 0.05), le gastrocnemius
(r=0.589, p <0.05) et le soleus (r = 0.672, p < 0.05). Aucune corrélation n’a pu étre
établie entre les concentrations plasmatiques d’acides gras et I'expression de la CAT

dans les muscles squelettiques chez ces animaux.

Chez les animaux contréle négatif (nourris)
Chez les animaux portant le fragment de 16kb, aucune corrélation n’a pu étre établie
entre les concentrations plasmatiques d’acides gras et I'expression musculaire de
mUCP3 ou de hUCP3.
Chez les animaux portant le fragment A, les concentrations plasmatiques d’acides
gras sont positivement corrélées a I'expression de mUCP3 dans le biceps femoris (r
= 0.950, p < 0.05) et dans le gastrocnemius (r = 0.878, p=0.050) ; et a I'expression

de la CAT seulement dans le rectus femoris (r = 0.788, p < 0.05).
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Chez les animaux portant le fragment A1ou le fragment A6, aucune corrélation n’a pu
étre établie entre les concentrations plasmatiques d’acides gras et I'expression

musculaire de mUCP3 ou de la CAT.

Chez les animaux mis a jeun pendant 48h
Chez les animaux portant le fragment de 16kb, aucune corrélation n’a pu étre établie
entre les concentrations plasmatiques d’acides gras et I'expression musculaire de
mUCP3 ou de hUCP3.
Chez les animaux portant le fragment A, les concentrations plasmatiques d’acides
gras sont positivement corrélées a I'expression de la CAT dans le rectus femoris (r =
0.788, p <0.05).
Chez les animaux portant le fragment A1, les concentrations plasmatiques d’acides
gras sont positivement corrélées a I'expression de mUCP3 et hUCP3 dans le biceps
femoris (r = 0.837, p <0.05; r = 0.889, p < 0.05 respectivement).
Chez les animaux portant le fragment A6, aucune corrélation n’a pu étre établie entre

les concentrations plasmatiques d’acides gras et I'expression musculaire de la CAT.

2- Discussion

2.1- Cas de I'expression des ARNm de mUCP3

L’analyse de I'expression des ARNm de la forme endogéne d’'UCP3 a permis de
vérifier les profils d’expression décrits dans la littérature, a savoir, une distribution
préférentielle d’UCP3 dans les muscles squelettiques et dans le TAB, et plus faible
dans le cceur. Ce profil a été observé chez les animaux nourris quelque soit le
transgéne hormis pour le transgéne de 16 kb ou I'expression des ARNm de mUCP3
est plus faible dans le TAB.

L’objectif du protocole 2 était de vérifier si le statut nutritionnel entrainait une
régulation de I'expression d’'UCP3 exogéne et endogéne en mesurant les ARNm de
mUCP3 et, soit directement les ARNm de hUCP3 soit indirectement par les ARNm
du géne rapporteur CAT chez les animaux mis a jeun pendant 48 heures.
Initialement un jelne de 24 heures avait été réalisé chez une lignée transgénique
portant le transgéne avec le fragment A (intron 1). Ce jelne de 24 heures n’avait
entrainé aucune modification de I'expression d’UCP3 tant sur le plan transcriptionnel
que protéique. Il a donc été décidé d’allonger la période de jelne a 48 heures. Le
jetne de 48 heures n’influence pas I'expression de TARNm de mUCP3 dans le TAB,
ce qui va a l'encontre de données de la littérature (16, 55, 68, 110, 140). En
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revanche, ce jelne a une influence positive sur I'expression de TARNm de mUCP3
dans les muscles squelettiques striés et ceci quelque soit le transgene hormis dans
le soleus avec le transgéne de 16 kb. Ces données sont conformes avec celles de la
littérature, décrivant une induction importante de I'expression du géne UCP3 a la
suite d’'un jelne.

Les quantitts dARNm de mUCP3, indépendamment du statut nutritionnel, sont
positivement corrélées aux concentrations plasmatiques d’acides gras dans les

muscles a métabolisme glycolytique.

2.2- Cas de ’ARNm de hUCP3 ou du géne rapporteur CAT

La distribution tissulaire des ARNm des transgénes incluant les fragments A, A1 et
A6 ainsi que l'intensité de leur expression observées dans I'étude 2 (expression plus
importante dans les muscles squelettiques a métabolisme glycolytique par rapport
aux autres muscles et a I'ensemble des tissus) est cohérente avec le profil
d’expression protéique obtenu dans l'étude 1 pour des lignées transgéniques
identiques. Pour les animaux portant le fragment de 16 kb, le profil d’expression des
ARNm de hUCP3 est comparable avec ceux des souris portants les transgénes
incluant les fragments A ou A1. En revanche, le profil d’expression des ARNm de
hUCP3 des animaux portant le fragment A6 est différent des trois premiers et
conforte le profil protéique obtenu dans I'étude 1.

Le jelne de 48 heures a entrainé une induction de I'expression de hUCP3 ou du
gene rapporteur CAT dans les lignées transgéniques portant le fragment de 16kb ou
le fragment A. Si ce jelne entraine une augmentation des ARNm de mUCP3 dans
tous les muscles squelettiques analysés, il ne concerne jamais I'ensemble de ces
muscles lorsqu’on regarde I'expression du transgéne. Cette observation est sans
doute due a la plus grande hétérogénéité des effets du jeline sur I'expression du
transgéne par rapport au gene endogéne. L’analyse du tableau VIII permet de
conclure que le fragment A (intron 1), comporte tous les éléments régulateurs
nécessaires a la réponse au jeGne. En revanche, les fragment A1 et A6 ne semblent
pas suffisants pour assurer une réponse au jeline. En effet, la majorité des animaux
ne montrent pas de modification de I'expression du gene rapporteur. Le redécoupage
de l'intron 1 a peut-étre entrainé la perte d’'un élément de réponse régulateur se
situant dans la moitié 3’ de l'intron 1. Cependant, I'analyse individuelle des animaux
portant le fragment intronique A1 a permis de faire ressortir deux sous populations

d’animaux parmi le groupe soumis au jetne de 48 heures. Ainsi, trois animaux
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présentent une augmentation de I'expression des ARNm de la CAT dans le biceps
femoris tandis que les trois autres ne présentent pas de modification de I'expression
du gene rapporteur dans ce muscle. Cette observation se vérifie également au
niveau des variations des concentrations plasmatiques d’AG libres. Deux explications
pourraient servir ces données. Tout d’abord, il n’est pas impossible que le male
fondateur de cette lignée ait donné naissance a deux sous lignées ayant été
mélangées. Chez cet animal, le transgéne peut étre inséré a deux endroits différents
du génome. Lors de la gamétogenése, deux types de gametes avec des sites
d’insertion différents ont été produits. Par la suite, deux sous lignées de souriceaux
ont été formées. L'une d’elles présente un transgéne sensible au jeline et I'autre non.
Une deuxiéme explication réside dans le phénomeéne de variégation. L’expression
d’'une séquence codante d’ADN dépend de séquences cis régulatrices. Ces
séquences dirigent quand et comment chaque géne s’exprime dans I'organisme. Un
transgéne intégré artificiellement dans un génome peut ainsi subir l'influence de
séquences cis régulatrices endogenes en fonction de sa position dans le génome.
On parle d’effet de position. Dans le cas présent, on peut imaginer que les animaux
de cette lignée présentent tous le méme site d’insertion du transgéne mais que I'effet
du contexte chromatinien sur le transgéne s’exprime différemment chez les
animaux. C’est ainsi que des analyses du promoteur de la prolactine du saumon par
transgenése additive d’'une construction promoteur géne rapporteur LacZ chez le
poisson ont montré de trés grandes variations du niveau d’expression du géne LacZ
entre les portées d’'une méme lignée transgénique (155). Afin de mieux caractériser
la position intrachromatinienne du transgéne, une analyse du tissu musculaire par
Southern blot pourrait étre envisagée au sein des deux sous populations d’animaux :
I'émergence de deux profils différents d’ADN pourraient confirmer I'existence de deux
sous lignées au sein de cette lignée. Cependant, [I'hétérogénéité des résultats
observés pour un transgéne peut étre liée aux variations des concentrations d’acides
gras plasmatiques.

In vivo, autant chez ’lHomme que les rongeurs, les AG régulent I'expression d’'UCP3.
Le jelne est une des situations physiologiques augmentant les concentrations
plasmatiques d’AG et induisant ainsi I'expression des ARNm d’'UCP3 dans les
muscles squelettiques.

L’expression du transgene pourrait étre contrélée par d’autres facteurs que les AG
pendant le jelne. Il serait intéressant de doser les autres paramétres biochimiques
de I'homéostasie lipidique (triglycérides, glycérol, cholestérol...) ainsi que des

paramétres tels que le glucose, linsuline et les corps cétoniques. D’autre part, les
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AG exerceraient un effet temporel sur I'expression du transgéne. Au cours du jelne,
il y a peut étre eu augmentation momentanée des concentrations plasmatiques d’'AG
libres nécessaires a I'induction de I'expression des ARNm du géne rapporteur avant
de diminuer aprés une capture hépatique. L’établissement d’une cinétique des
concentrations plasmatiques d’AG au cours du jeQine de 48 heures pourrait permettre
de vérifier cette hypothése mais ce dosage serait certainement limité par les

quantités de sang prélevables de fagon itérative chez la souris.
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Etude 3 : Influence du sevrage sur I’expression de TARNm d’UCP3

chez les femelles lactantes et les souriceaux

3- Résultats

1.1- Cas des meéres en lactation

1.1.1- Expression de ’ARNm de mUCP3

Le niveau d’expression de 'TARNm de mUCP3 est comparable dans les groupes |
(femelles vierges), Il (femelles gestantes) et Il (femelles lactantes, petits non sevrés)
comparativement au groupe |V (femelles aux petits sevrés) dans les muscles
squelettiques biceps femoris, rectus femoris et gastrocnemius. Bien que non
significativement différente, I'expression de TARNm de mUCP3 est toujours (quelque
soit le tissu) plus faible chez les femelles du groupe Ill (pas de sevrage) par rapport
aux autres groupes. L’expression de TARNm de mUCP3 n’est statistiquement (p <

0,05) augmentée que dans le TAB aprées le sevrage (groupe lll vs. groupe V).

1.1.2- Expression de ’ARNm de CAT

La comparaison des groupes | (femelles vierges) et Il (femelles gestantes) fait
apparaitre une diminution de I'expression de ’TARNm de CAT dans le biceps femoris,
rectus femoris et gastrocnemius dans le groupe Il (Figure 23A). Quelque soit le tissu,
I'expression de TARNm de CAT dans le groupe lll (pas de sevrage) est comparable a
celle du groupe Il (femelles gestantes). La comparaison des groupes lll (pas de
sevrage) et IV (sevrage) met en évidence une augmentation de l'expression de
'ARNm de CAT dans le groupe IV dans le biceps femoris (p < 0,05), le rectus

femoris (p < 0,05), le gastrocnemius et le diaphragme (non significatif).

1.1.3- Expression de la protéine CAT

L’activité de la protéine rapporteur CAT a été évaluée dans les quatre groupes de
femelles transgéniques pour le fragment A (intron 1) sur 1 ug de protéines dans les
muscles striés squelettiques (biceps femoris, rectus femoris, gastrocnemius, soleus,
diaphragme), le cceur, le TAB et le foie (Figure 23B). Quelque soit le tissu considéré,

aucune différence significative n’a pu étre établie entre les différents groupes, ce qui
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montre que le sevrage des souriceaux n’affecte pas le niveau d’activité CAT chez les

femelles en lactation.

1.1.4- Concentrations plasmatiques d’acides gras

Les concentrations plasmatiques d’acides gras sont similaires dans les groupes |
(femelles vierges), Il (femelles gestantes) et Ill (femelles lactantes, petits non
sevrés). Une augmentation significative de 44% (p < 0,05) de la concentration
plasmatique d’acides gras est observée dans le groupe IV (sevrage) par rapport au

groupe lll (pas de sevrage) (Figure 23C).
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Figure 23 : Variations de I'expression de 'ARNm de mUCP3 (A), de I'ARNm du
géne rapporteur CAT (B) de son activité (C) et des concentrations
plasmatiques d'acides gras (D) chez les méres transgéniques pour le fragment
A (intron 1 de hUCP3).

Groupe | : femelles vierges (n=5) ; Groupe Il : femlles gestantes a JO (date de la mise bas) (n=5);
Groupe Il : femelles lactantes dont les souriceaux ne sont pas sevrés ; Groupe |V : femelles lactantes
dont les souriceaux ont été sont sevrés a J15. BF: biceps femoris, RF: rectus femoris,
Gc :gastrocnemius, Dia : diaphragme, TAB : tissu adipeux brun.
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1.2- Cas des souriceaux

1.2.1- Evolution pondérale et parameétres biochimiques plasmatiques

L’évolution pondérale ainsi que différents paramétres biochimiques plasmatiques
(concentrations de triglycérides, acides gras libres, glycérol, glucose et insuline) ont
été comparés entre les souriceaux non sevrés (issus des méres du groupe lll) et les
souriceaux sevrés (issus des méres du groupe V) (Tableau 10). Avant le sevrage, a
TO, le poids moyen des souriceaux des deux groupes était similaire mais aprés 18
heures de sevrage (T18) a I'&ge de 15 jours, le poids moyen des souriceaux sevres a
diminué de fagon significative (p < 0,05) par rapport a celui observé pour les
souriceaux non seéparés de leur mére. Le sevrage a donc entrainé une perte de
poids de l'ordre de 8% chez les souriceaux tandis que les animaux non sevrés ont
montré un gain de poids de I'ordre de 10% (poids moyen du groupe non sevré aprés
18h: 8,9 £ 0,4 g). Aprés sevrage les deux groupes de souriceaux présentent une
différence de poids moyen de 18%. D’autre part, chez les souriceaux sevrés, la perte
de poids est accompagnée d’une diminution de tous les paramétres plasmatiques
nutritionnels par rapport aux animaux non sevrés (triglycérides : diminution de 80%
(p < 0,001) ; acides gras libres : diminution de 40% (p < 0,05) ; glycérol et insuline :
diminution de 70% (p < 0,001) ; glucose : diminution de 30% (p < 0,05)).
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Souriceaux sevrés a

Souriceaux non

Paramétres 115 SEVrés p

T0 8,1+0,3 8,5+0,3 NS
Poids vif (g)

T18 7,8+£0,3 89+04 p <0,05
Triglycérides
(mmol/l) T18 0,41 +0,38 2,28 £ 0,05 p < 0,001
Acides gras libres
(mmol/l) T18 0,39 £ 0,08 0,65 +£ 0,05 p <0,05
Glycérol (mmol/l) T18 0,35+ 0,05 1,05+0,18 p < 0,001
Glucose (mmol/l) T18 4,98 + 0,32 7,41 £ 0,39 p <0,05
Insuline (mmol/l) T18 0,61 +0,1 2,23 +£0,61 p <0,001

Tableau X : Evolution du poids vif et des paramétres biochimiques
plasmatiques nutritionnels chez les souriceaux transgéniques pour le fragment
A de hUCP3 (intron 1) sevrés a J15 ou non.

TO marque le début du protocole, la séparation mére/souriceaux pour le groupe d’animaux sevrés.
T18 marque la fin du protocole c’est a dire le sacrifice des animaux, 18 heures aprés la séparation des
souriceaux de leur méres pour le groupe sevré. Les animaux controles (non sevrés) sont également

sacrifiés a T18.
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1.2.2- Expression d’UCP3 apreés un sevrage a 15 jours

Le sevrage entraine une augmentation (induction d’'un facteur 2) de I'expression de
'ARNm de mUCP3 chez les souriceaux par rapport aux animaux non séparés de
leur mére, dans les muscles striés squelettiques, significative pour le biceps femoris,
le rectus femoris (p < 0,001) et pour le gastrocnemius (p < 0,001) et dans le TAB
(Figure 24A).

L’expression de ’TARNm de CAT est induite d’'un facteur 8 a 18 dans les muscles
striés squelettiques chez les animaux sevrés par rapport aux souriceaux non sevres.
Cette augmentation est significative pour le biceps femoris, le rectus femoris, le
gastrocnemius (p < 0,001) ainsi que pour le diaphragme (p < 0,01), mais demeure
non significative pour le TAB (Figure 24B). Cette induction de I'expression du géne
CAT chez les souriceaux sevrés est confirmée au niveau protéique. L’activité CAT
est augmentée d’'un facteur 3 a 5 dans les muscles biceps femoris, rectus femoris et

gastrocnemius (p < 0,001) (Figure 24C).
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Figure 24: Expression tissulaire de UCP3 chez les souriceaux transgéniques
pour le fragment A (intron 1 de hUCP3) sevrés ou non a J15.

Expression des ARNm de mUCP3 (A) ou du géne rapporteur CAT (B). Expression de la protéine CAT
(C). Les animaux non sevrés (n = 9) sont représentés en gris et les animaux sevrés (n = 9) en noir.
BF: biceps femoris, RF: rectus femoris, Gc: gastrocnemius, Dia: diaphragme, TAB: tissu adipeux brun.
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1.2.3- Cas d’un sevrage réalisé a 20 jours

Dans le cas d’'un sevrage plus tardif réalisé a J20, les concentrations d’acides gras
plasmatiques des souriceaux augmentent de fagon significative (p < 0,05) par rapport
aux animaux non sevrés (Figure 25A).

Parallelement, I'expression tissulaire de la protéine CAT chez les souriceaux sevrés
tardivement devient comparable a celle observée chez les souriceaux non séparés
de leur mére a J15 (Figure 25B). Aucune différence significative de I'expression de
cette protéine n’est observée entre ces deux groupes lors du sevrage tardif.
Néanmoins, méme si le niveau d’expression de cette protéine apparait plus faible
chez les souriceaux sevrés a J15, I'absence de différence significative entre les
souriceaux sevrés ou non sevrés dans la quantité tissulaire de la protéine CAT
pourrait étre liée a une expression augmentée de cette protéine chez les souriceaux
plus &gés. En effet I'expression de la CAT chez les souriceaux non sevrés a J20 est
statistiquement plus élevée (p < 0,01) que chez les souriceaux non sevrés a J15, et

ceci pour tous les tissus (hormis le foie).
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Figure 25: Concentrations plasmatiques des acides gras libres (A) puis
expression tissulaire de la protéine CAT (protéine rapporteur sous l'influence
du fragment A, intron 1 du géne hUCP3) (B) chez les souriceaux sevrés a J20
ou non.

Les animaux non sevrés (n = 6) sont représentés en gris et les animaux sevrés (n = 6) en noir. BF:
biceps femoris, RF: rectus femoris, Gc: gastrocnemius, Dia: diaphragme, TAB: tissu adipeux brun.
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4- Discussion

2.1- Effets métaboliques du sevrage chez les femelles allaitantes

Le sevrage correspond a une transition nutritionnelle, pendant laquelle les
souriceaux passent d’'une alimentation riche en graisse (lait) a une alimentation riche
en glucides. Chez les femelles allaitantes, des adaptations métaboliques se mettent
en place pour permettre ['utilisation des substrats énergétiques par la glande
mammaire : le glucose et les AG sont orientés vers la mamelle en vue de la synthése
du lait, alors que les autres tissus, dont les muscles squelettiques, réduisent
I'utilisation oxydative de ces substrats. En général, 15 jours apres la naissance des
souriceaux, les méres présentent un pic de lactation.

Lorsque le sevrage est pratiqué a J15, une augmentation significative des
concentrations plasmatiques d’acides gras a été observée chez les femelles
séparées de leur progéniture alors que les concentrations plasmatiques d’acides
gras sont restées comparables chez les méres allaitantes a celles observées chez
les femelles vierges ou en fin de gestation. Néanmoins, ces variations sont
demeurées faibles chez les souris B6D2 par rapport a celles observées chez les
femelles OF1 (107), ce qui suggere que, dans le cas présent, les mécanismes
d’utilisation des substrats énergétiques (glucose, acides gras libres) par les tissus
périphériques (dont les muscles) redeviennent trés rapidement prépondérants
lorsque la production lactée chute (cas du sevrage). En revanche, I'utilisation des
acides gras libres par la mamelle demeure optimale chez les femelles toujours
allaitantes (souriceaux non sevrés).

Parallélement, bien que les différences ne soient pas statistiquement significatives,
I'expression musculaire de TARNm de mUCP3 est apparue plus faible dans le
groupe Il (femelles toujours allaitantes) par rapport a celle observée dans les autres
groupes (femelles sans souriceaux ou en tarissement). En outre, les souris du
groupe lll (femelles allaitantes) ont présenté une production plus faible de TARNm de
la protéine rapporteur CAT dans les muscles stries squelettiques et dans le
diaphragme par rapport aux groupes | (femelles vierges) et IV (femelles en
tarissement). Chez les femelles allaitantes, il est donc probable que la quantité
d’acides gras libres atteignant le tissu musculaire ne soit plus suffisante pour assurer
une induction suffisante du géne murin UCP3 ou du transgéne en raison d'une

utilisation privilégiée de ces derniers par la mamelle en lactation.

119



En revanche, chez les femelles en tarissement (sevrage de la progéniture)
'expression des ARNm de mUCP3 et du géne rapporteur CAT est comparable a
celle observée dans le groupe | (femelles vierges) dans les muscles striés
squelettiques (biceps femoris, rectus femoris et gastrocnemius). De plus, alors
gu’'une augmentation significative de ’TARNm de mUCP3 a été mise en évidence
dans le TAB chez les femelles du groupe |V, I'expression de ’TARNm du transgéne
s’est révélé significativement accrue dans les muscles biceps femoris et rectus
femoris par rapport a la situation observée chez les femelles toujours allaitantes
(groupe ll). Ces résultats suggérent qu'une brutale réorientation de ['utilisation
métabolique des acides gras libres par les tissus autres que la mamelle (tissu
adipeux, muscles) est favorable a une reprise de la synthése d’'UCP3 (au moins de la
transcription du géne). Les variations des quantités musculaires d’acides gras libres
seraient ainsi des facteurs importants dans le contréle de I'expression d'UCP3 plutét
que les concentrations circulantes en acides gras per se.

Néanmoins, les activités enzymatiques de la protéine rapporteur CAT permettant la
mise en évidence directe de la synthése protéique, n'a pas varié de fagon
significative que ce soit dans le groupe Ill ou dans le groupe IV. D'une part,
l'importante variabilité inter-individuelle observée chez les femelles allaitantes plus
particulierement et d’autre part la demi-vie longue de la protéine CAT (50 heures)
peuvent expliquer ces résultats. La persistance de la CAT pourrait masquer
l'induction entrainée par le sevrage si cette induction n’est pas assez prononcée. Ce
probleme a déja été rencontré au laboratoire lors des manipulations de je(ne sur les
adultes.

Enfin, la période de sevrage représente une situation physiologique complexe chez
la mere au cours de laquelle d’autres facteurs de modulation de I'expression d’'UCP3
interviennent probablement, tels que la prolactine (104) ou la leptine. En effet, Xiao
et al. (166, 167) ont mis en évidence une diminution des concentrations
plasmatiques de leptine chez la ratte en lactation. lls suggérent que la diminution de
I'expression d’'UCP3 dans les muscles squelettiques et le TAB serait reliée a la chute

des concentrations plasmatiques de leptine durant la lactation.

2.2- Effets métaboliques du sevrage chez les souriceaux

Chez les souriceaux la période de sevrage correspond a un changement alimentaire,
c’est a dire le passage d’un régime lacté, riche en lipides, a une alimentation riche en

5iéme

glucides. Au cours de cette étude, le premier essai de sevrage a été réalisé au 1
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jour, 'équipe de Villarroya ayant reporté un pic d’expression de mUCP3 a cette date
(108). D’autre part, cette date coincide avec une prise maximale de lait par les
souriceaux (22).

L’analyse de I'évolution pondérale et du profil biochimique plasmatique révele chez
les souriceaux sevrés a J15 un état de subcarence nutritionnelle : perte de poids vif
de 18% par rapport aux souriceaux non sevrés, couplée a une diminution
significative de I'insulinémie, des marqueurs du métabolisme glucidique (glycémie) et
lipidique (concentrations plasmatiques de triglycérides, glycérol et acides gras libres).
Il est donc probable que dans I'essai de sevrage réalisé a 15 jours, les souriceaux
ont seulement été privés de leur alimentation lactée et n’ont pas en fait changé de
régime alimentaire: ils se trouvent donc dans une situation de jelne,
biochimiquement différente de celle de I'adulte en raison des réserves endogénes
insuffisantes. Pendant l'allaitement, les acides gras du lait sont majoritairement
utilisés comme substrats énergétiques par les tissus périphériques (muscles et foie
essentiellement) alors que le glucose issu de la dégradation du lactose est
consommeé par des organes strictement dépendants tels que le cerveau. Lors du
sevrage physiologique (vers 21 jours) I'alimentation devient plus riche en glucides et
parallélement 'homéostasie glucidique et l'insulinosensibilité se mettent en place
(112) permettant non seulement une utilisation plus large par 'ensemble des tissus
(cerveau, foie et muscles) du glucose comme substrat énergétique mais aussi le
stockage des acides gras sous forme de triglycérides dans les adipocytes. Dans le
cas d’un sevrage précoce, a J15, 'hypoglycémie observée résulte d’'une diminution
des apports exogénes (carence alimentaire) associée a une production endogene
insuffisante (faible intensité de la glycogénolyse et de la néoglucogenése due a des
réserves réduites en glycogéne et en protéines musculaires). En outre, comme
l'insuline demeure encore inefficace, le glucose apporté par les granulés ingérés en
quantité insuffisante, reste utilisé préférentiellement par le cerveau. Cette
consommation sélective de I'ose conduit a une exacerbation de la lipolyse et a une
oxydation privilégiée des acides gras libérés par les muscles et le foie ce qui
contribue a une diminution des concentrations plasmatiques d’acides gras.

Le sevrage réalisé a J15 a conduit a une induction significative de I'expression de
mUCP3 (augmentation de la quantité d’ARNm correspondant) dans les muscles
striés squelettiques (biceps femoris, rectus femoris, gastrocnemius) ainsi que du
transgéne (augmentation de la quantité d’ARNm et de la protéine rapporteur CAT)
dans les muscles biceps femoris, rectus femoris, gastrocnemius et le diaphragme. Au

cours de cet essai, I'induction d’'UCP3 (endogéne et de la protéine du transgéne) est
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corrélée avec I'état global de carence alimentaire précédemment décrit et n’est pas
associée ici a une augmentation des concentrations plasmatiques d’acides gras
contrairement aux travaux de Villarroya (22). Cette équipe, en étudiant I'évolution de
'expression d’'UCP3 murin en fonction de I'age de souriceaux OF1, avait démontré
que la synthése d’'UCP3 débutait aprés la naissance, culminait a 15 jours avant de
décroitre apres le sevrage, et qu’elle était positivement corrélée avec les variations
des concentrations plasmatiques d’acides gras libres. Les divergences observées
entre ces deux études pourraient étre liées a la nature du fond génétique des souris
utilisées, la souche OF1 étant connue pour une croissance rapide.

En effet, on observe une augmentation marquée de I'expression du transgéne
(protéine rapporteur CAT) chez les souriceaux B6D2 non sevrés a 20 jours par
rapport aux souriceaux a J15. L’expression du transgéne varie donc en fonction de
'age des souriceaux B6D2. De méme, la diminution de la concentration circulante
des acides gras libres chez les souriceaux non sevrés de 20 jours par rapport a ceux
de J15 suggére I'existence d’'une lipogenéese (mise en réserve des acides gras).

Au vu de I'ensemble des ces résultats, il semble donc que, comparé a la souche
OF1, un sevrage a J15 s’avére trop précoce pour les souris de souche B6D2 et
conduit a linstallation d’'une carence alimentaire et énergétique d’autant plus
rapidement que les réserves endogénes en lipides, glucides et protéines ne sont pas
encore suffisamment constituées.

En revanche, lors d’'un sevrage plus tardif (a J20), les concentrations plasmatiques
d’acides gras augmentent de fagcon significative chez les jeunes sevrés par rapport
aux souriceaux non sevrés. Cependant, cette transition nutritionnelle n'a pas été
associée a l'accroissement de la synthése du transgéne (pas de variation
significative de la production de la protéine rapporteur CAT). Néanmoins, comme
dans cet essai, la production des ARNm de mUCP3 ou de CAT n’a pas été évaluée
en paralléle, il est possible que la synthése des protéines correspondantes soit
décalée de quelques heures et n'a pas été encore décelée. Contrairement a un
sevrage tardif (J20) qui ne semble pas modifier 'expression d’'UCP3, une situation de
carence nutritionnelle chez les jeunes, caractérisée par une diminution des
concentrations plasmatiques d’acides gras, liée a un sevrage précoce (J15) conduit a
une induction marquée d’'UCP3 dans les tissus musculaires. Ainsi, il existe d’autres

facteurs endogenes de contréle de I'expression d’'UCP3 que les acides gras.
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Dans ce travail d’étude de la régulation de I'expression de hUCP3, nous avons tenté
de caractériser plus précisément, par une méthode de transgenése additive, les
séquences introniques qui conferent a UCP3 une expression spécifique dans les
muscles squelettiques. Nous avons en paralléle étudié I'implication du promoteur et
de lintron 1 du géne hUCP3 dans deux situations physiologiques connues pour

moduler fortement les concentrations plasmatiques d’AG : le jelne et le sevrage.

Au sein du premier intron, une séquence d’environ 600 pb (fragment A6) a été
caractérisée, qui présente un motif nucléotidique hautement conservé entre espéces,
conférant une expression spécifiquement musculaire in vivo, chez la souris.
L’expression d’hCUP3 dans les muscles squelettiques n’est pas seulement conférée
par le promoteur mais dépend également de séquences cis régulatrices de I'intron 1.
Ce type de régulation original est également observé dans d’autres génes
musculaires comme la dystrophine (89) ou le géne de I'acétylcholinestérase (29)...
Les études sur modéles cellulaires ont révélé des éléments régulateurs importants
dans le promoteur d’'hUCP3, cependant nos travaux de transgenése démontrent la
nécessité de l'intron 1 in vivo tant pour les études de caractérisation de I'expression
musculaire que pour I'étude des effets des nutriments et hormones.

Chez 'Homme et les rongeurs, UCP3 est exprimé plus fortement dans les muscles a
métabolisme glycolytique que dans ceux a métabolisme oxydatif. Ce profil
d’expression musculaire, observé chez animaux issus des manipulations antérieures,
n'a pas été retrouvé chez les derniers animaux transgéniques obtenus portant le
fragment A6. Cela laisse penser que des éléments régulateurs permettant
I'expression relative selon le type de fibre ont été perdus.

Des animaux adultes exprimant différentes constructions transgéniques ont été
soumis a un jetne de 48 heures. Cette étude a permis de mettre en évidence une
induction de I'expression des ARNm d’UCP3 exogéne dans au moins un muscle
squelettique de type 2B. Le jelne a constitué une situation de régulation de
'expression de certains transgénes et de la forme endogéne, mUCP3. A travers la
mesure des concentrations plasmatiques d’AG, nous attendions voir des variations
chez les animaux soumis au jelne et pouvant expliquer les inductions d’expression
des ARNm observées. Cela s’est vérifié pour certains transgenes dans le muscle
rectus femoris. Ces données contrastent avec celles de la littérature. La mesure des
concentrations d’AG n’est peut-étre pas le seul parametre a prendre en considération

dans la mécanistique de la régulation de I'expression d’'UCP3 pendant le jelne. La
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durée de ce jeline n’est peut-étre pas idéale pour observer les meilleures variations
des concentrations plasmatiques d’AG. D’autre part, il est important de noter que la
mesure de tels paramétres biochimiques est variable selon le fond génétique des
animaux utilisé. Si les animaux de souche OF1 semblent montrer des variations
importantes d’AG suite a un jelne, les souris de souche B6D2 sont peut étre moins

sensibles a cette régulation physiologique.

Nous avons étudié I'expression d’UCP3 dans une seconde situation physiologique :
le sevrage. Les animaux sevrés a quinze jours d’age ont présenté une remarquable
induction de I'expression d'UCP3 tant sur le plan transcriptionnel que protéique.
Cependant, contrairement aux souris OF1, I'analyse des parametres biochimiques et
du poids des animaux a révélé un état de carence alimentaire chez les jeunes B6D2
caractérisé par une diminution des concentrations plasmatiques des substrats
énergétiques (glucose, triglycérides, glycérol, acides gras libres) et une
insulinopénie. En revanche, la réalisation d'un sevrage tardif (a J20) bien
gu’induisant une augmentation des concentrations plasmatiques d’acides gras n’a
pas engendré de modification significative de I'expression du transgéne. La période
optimale de sevrage peut varier d’'une souche génétique a l'autre tant le patrimoine
génétique module les vitesses de croissance et les capacités d’adaptation
métabolique a un changement de régime alimentaire. Cependant, dans cette
deuxiéme situation physiologique, il apparait que les augmentations des
concentrations plasmatiques d’acides gras ne soient pas non plus déterminantes
dans la régulation de I'expression d’'UCP3.

Cette discussion améne la question intéressante de I'implication d’autres acteurs
biochimiques dans la régulation de I'expression d’'UCP3 pendant le jelne chez les
adultes et les souriceaux. Cependant, si I'action des AG est caractérisée et s’effectue
par les PPAR, les mécanismes moléculaires relevant d’autres acteurs biochimiques

ne sont pas connus a ce jour.

En situation physiologique, UCP3 est exprimée préférentiellement dans les muscles
a métabolisme glycolytique (type 2B), dont on sait qu’ils présentent moins de
mitochondries et une capacité oxydative moindre par rapport aux muscles de type 1.
On pourrait imaginer qu’'un muscle de type 2B soit moins apte a faire face a des

situations nécessitant de grandes capacités oxydatives. En période de jeline par
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exemple, 'augmentation plasmatique des AG représente une situation de risque
d’accumulation d’AG dans la cellule musculaire et dans les mitochondries des
muscles de types 2B. La protéine UCP3 serait donc plus exprimée au sein des
mitochondries de ce type de muscle afin de prévenir 'accumulation délétére d’AG.
Les muscles de type 1 ont des capacités oxydatives suffisantes pour éviter
laccumulation d’AG dans les mitochondries et ont donc, en ce sens, moins besoin
d’UCP3. Ainsi, UCP3 pourrait étre percue comme une protéine protectrice de la
mitochondrie. Cette hypothése est soutenue par le groupe de Schrauwen (129).
Outre les effets protecteurs d’'UCP3 contre les mécanismes de lipotoxicité, Himms-
Hagen et Harper impliquent cette protéine au sein méme du métabolisme des AG et
la considérent comme un acteur régulateur de ce métabolisme. Cette hypothése,
dans laquelle UCP3 améliorerait les capacités oxydatives, semble en accord avec les
profils d’expression musculaires connus chez I'Homme. Ces deux hypothéses
reposent sur les capacités présumées de transport des AG par UCP3. Or, a ce jour,
aucune expérience ne montre de maniére directe ce role de transporteur sur le plan
moléculaire. D’autre part, si la surexpression d’'UCP3 chez des souris semble
augmenter les capacités d’oxydation des acides gras, les souris KO UCP3 ne
semblent pas présenter de grandes modifications du métabolisme des AG dans les
muscles isolés. Seule une légére diminution de la B-oxydation peut étre observée
chez ces animaux. D’autres analyses sont nécessaires pour clarifier le mode de
régulation du métabolisme des AG par UCP3.

En situation pathologique, au cours du diabéte de type 2, la caractérisation de
I'expression d’'UCP3 est controversée. Certains groupes ont constaté une diminution
de lI'expression d’'UCP3 chez les sujets diabétiques. D’un point de vue fonctionnel,
cette diminution s’accorde avec la diminution des capacités oxydatives des AG dans
les muscles des sujets diabétiques. La diminution de I'expression d’'UCP3 parmi celle
d’autres protéines, pourrait contribuer a la physiopathologie de cette maladie. Mais
on pourrait également envisager que ce soit I'état pathologique lui-méme qui
entraine une diminution de l'expression d’'UCP3 dans le muscle. D’autres
laboratoires ont mis en évidence une augmentation de I'expression d’'UCP3 dans le
muscle de sujets diabétiques. Cette augmentation d’expression peut alors étre
considérée comme un mécanisme adaptatif des muscles insulinorésistants dont les
capacités d’oxydation des AG sont fortement diminuées. Cette idée d’adaptation
introduit la notion de « flexibilité métabolique ». La flexibilité métabolique représente
la capacité du muscle a changer de substrat en fonction de sa disponibilité pour

générer de I'énergie, de passer des glucides aux lipides en situation d’augmentation
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des concentrations plasmatiques d’AG (période de jelne). Elle est liée a
l'insulinosensibilité, le pourcentage de masse grasse et a la condition physique (49).
Au cours de l'obésité et du diabete de type 2, 'augmentation des concentrations
plasmatiques d’AG concourt a I'établissement d’'une insulinorésistance dans le
muscle. Ce dernier n’est alors plus capable d’utiliser les lipides comme substrat
énergétique et ceux-ci peuvent s’accumuler dans la cellule et la mitochondrie
d’autant plus que les capacités d’oxydation des AG sont diminuées. Dans ce schéma
pathologique, l'augmentation de [I'expression d’UCP3 pourrait contribuer a
'amélioration de cette « inflexibilité métabolique ».

L’étude in vivo d’'UCP3 participe a la compréhension du fonctionnement métabolique
mitochondrial et a plus grande échelle a la compréhension des adaptations
métaboliques du muscle. Le muscle est un organe essentiel de la dépense
énergétique et tient une place majeure dans la physiopathologie de maladies
meétaboliques telles que I'obésité et le diabete de type 2.

Dans une vision thérapeutique, qu’elle peut étre alors la place dUCP3? L’ére de la
thérapie génique pourrait elle concerner UCP3? Concernant les maladies
métaboliques telles que I'obésité ou le diabéte de type 2, il est illusoire d’envisager
un traitement par protéine recombinante tant le schéma physiopathologique de ces
maladies est multifactoriel et complexe. En revanche, le promoteur et I'intron 1 du
gene hUCP3 pourraient constituer un outil intéressant afin de faire exprimer un géne
d’intérét de maniere muscle et/ou type de fibre spécifique. Cet outil pourrait étre

utilisé dans des maladies ciblées, telles les dystrophies musculaires.
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Abstract

Aimsfypothesis Uncoupling protein (UCP) 3 is an inner
mitochondrial membrane transporter mainly produced n
skeletal muscle in humans. UCP3 plays a role in fatty acid
metabolism and energy homeostasis and modulates insulin
sensitivity. In humans, UCP3 content is higher in fast-
twitch ghycolytic muscle than in slow-twitch oxidative
muscle and is dysregulated in type 2 disbetes. Here, we
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studied the molecular mechanisms determining human
UCP3 levels in skeletal muscle and their regulation by
fasting in ransgenic mice.

Methods We produced a series of transgenic lines with
constructs bearing different putative regulatory regions of
the human UCP3 gene, including promoter and intron
sequences. UCPI mRNA and reporter gene expression and
activity were measwed i different skeletal muscles and
tissues.

Results The profile of expression and the response to
fasting and thyroid hormone of human UCPF mBRNA in
transgenic mice with 16 kb of the human UCP3 gene were
similar to that of the endogenows human gene. Vanouws parts
of the UCP3 promoter did not confer expression in
transgenic lines. Inclusion of imtron | resulted m an
expression profile n skeletal muscle that was identical to
that of human FCPI mBENA. Further dissection of intron |
revealed that distinct regions were imvolved n skeletal
muscle expression, distribution among fibre types and
response to fasting.

Conclusions/interpretation The control of human UCP3
ranseription in skeletal muscle s not solely conferred by
the promoter, but depends on several cis-acting elements in
mtron 1, suggesting a complex mterplay between the
promaoter and intronic sequences.

Keywords Diabetes - Fastimg - Regulatory sequences -
Transgenic - UCP3 - Uncoupling protemn

Abbreviations

CAT  Chloramphenicol acetyl ransterase
MyoDd  Myogenie differentiation | factor

PPAR  Peroxisome proliferator-activated receptor
UCP  Uncoupling protein
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Introduction

Uncoupling protein (UCP) 3 is a member of the mitochon-
drial carrier superfamily with high sequence identity to
UCP] and UCP2 [1-3]. UCP3 is the only member of the
family with a tissue distibution preferentially to skeletal
muscle in adult humans, Among skeletal muscles, levels of
UCP3 wary according to the type of fibres. Higher levels are
foumd in type I fasttwitch glycolyvtic and ghycolytic-
oxidative fibres than in type | slow-twitch oxidative fibres
[4]. The higher levels in type 1T than i type T fibres may be
related to the respective content in mitochondria and
associated functions. Glycolytic fibres show limited num-
bers of mitochondria and therefore limited capacity to
oxidise lipid and to fight reactive oxygen species produc-
tion. UCP3} may therchy contribute to the protection of
glycolytic fibres. Accordingly, mice that lack UCP3 show
evidence of mereased reactive oxygen species production
and oxidative damage in skeletal muscle mitochondria [5].
UCP3 may also play a mole in the ransport of fatty acid
mions. In one model, UCP3 would prevent accumulation
of non-esterified fatty acids within the mitochondna
preventing mitochondral damage [6]. In a second model,
the export of fatty acyl antons would allow fatty acid
reactivation by acyl-CoA synthetases to support fatty acid
oxidation [7]. A role in the crosstalk between ghicose and
fatty acid metabolism is suggested by the effect of UCP3
overproduction in human muscle cells. It results n an
increase of fatty acid and glucose oxidation, and also in an
enhancement of fatty acid-mediasted mhibition of glucose
oxidation [8]. These data suggest a role for UCP3 in
nutrient partitioning. The mportance of UCP3 in whole-
body metabolism is further suggested by the fact that high
overproduction in skeletal muscle protects against fat-
induced insulin resistance [9]. Moreover, physiological
overproduction of UCP3 in glycolytic muscles of transgen-
ic mice results m mitochondnal uncoupling, resistance to
high fat diet-induced obesity and sex specificity regarding
insulin sensitivity and whole-body substrate utilisation [10].
In another transgenic model, physiological overexpression
of UCP3 conferred protection from fat gam induced by
long-term high-fat feeding [11].

UCP3 gene tanscription i skeletal muscle s highly
regulated. The production of UCP3 is dependent on the
level of cellular differentiation. Muscle cells differentiated
in vitro produce little if amy UCP3. Myoblast transplanta-
tiom in immunodeficient mice revealed that fully differen-
tiated skeletal muscle cells are reguired to reach in vivo
levels of human UCPI mBENA expression [12]. Hormonal
and metabolic signals modulate UCP3 levels in vivo.
Fasting has been shown to induce U'CPI mENA expression
in rodents and lumans [13, 14]. Fatty acids are potential
mediators of this effect, which may at least in part depend
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on the activation of peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR)x in skeletal muscle [15]. Thyroid hor-
mones are also strong inducers of UCP3 expression in
humans and in mice [14, 16, 17].

The promoter of the human UCP3 gene has been
mapped and partly charactenised [18, 19]. In muscle cells,
the myogenic differentiation | factor (MyoD) 5 required
for substantial promoter activity [20]. Upstream of non-
canonical elements binding MyoD) s located a functional
PPAR and retinoic acid-responsive element. This site also
mediates the thyroid hormone effect, mdicating that it behaves
as a multthormonal responsive element [21, 22]. However,
molecular studics on the regulatory elements governing
UCP3 production in skeletal muscle and its regulation by
hormones and metabolites have so far relied on cells in
culture, which produced very low levels of UCP3 and
consequently do not constitnte optimal models. Tnvestigation
of the ranscriptional regulation of UCPI may be relevant to
hurnan metabolism, as several reports have highlighted the
association between a polymorphism i the DCP? promoter
and both adiposity and type 2 diabetes in human populations
[23-25]. To date, no investigation has been carmed out to
identify the molecular mechanisms responsible m vivo for
muscle production of human or murnne UCP3. Here, we
studied the importance of regulatory sequences in the human
UCPY gene m vivo In transgenic mice.

Methods

Generation and analysis of transgenic mouse fines Animal
protocols were performed i accordance with the INSERM
and the Louis Bugnard Instiute Animal Care Facility
guidelines. DNA from a bacterial artificial chromosome
clome (Genbank accession number AF050113) containing
the human UCP3 gene (provided by the Instiat de
Recherches Servier) was amplified by PCR (Expand Long
Template PCR System; Roche Diagnostics, Meylan,
France) and the following primers: forward 5" GGCCTCCC
AAAGTGCTGGGGTTACAGA 37 reverse 5" TGCACAC
CACATGTCTGCTTTCCAAGG 3. The 16,023 bp (16 kb)
fragment was subcloned into the pGEMT easy cloning
vector (Promega, Charbonniéres, France). A series of
human UCP3 promoter and intronic fragments were
amplified by PCR. The PCR products were cloned into
the promaoterless pCAT3 basic (Promega) and the pSKT-
NLS LacZ (Stratagene, Amsterdam, the Netherlands)
plasmids. Transgenesis was performed as previously de-
seribed in B6D2/F 1 mice [26]. Mice were housed three per
cage at 20°C with a 12 h light-dark cycle. For fasting
challenges, mice were deprived of food for 48 h with free
access to water. For rilodothyronine treatments, animals of
the line expressing the 16 kb human UCPF transgene were
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acutely weated with tniodothyronine (50 pg/l00 g) or
vehicle and killed 15 h later. Tissues were dissected out,
rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C.

Cell culture and transient transfection assays Myoblastic
L6 cells were obtaimed from American Type Culture
Collection (Rockwville, MD, USA); brown adipocyte-derved
cells HIB-1B werea kind gift of B. Spiegelman (Dana Farber
Cancer Institute, Bostom, MA, USA). Both types of cells
were grown i DMEM contaming 10% (vol.vol) fetal
bovine serum and transfection expeniments were carmed out
in cells at 50% confluence using FuGenet Transfection
Reagent (Roche). Each transfection point was assaved in
mplicate and contained 1.5 pg of the plasmids —3.2 kb/
hiFCPipromLuc or the —3.2 kb/hICPIpromLuc/intron]
(where *h" stands for “human’ and ‘Lue” for “luciferase’)
and, when required, 0.3 pg of the plasmid mammalian
expression vectors for vanous transcnption factors and 3 ng
of pRL-CMV (Promega), an expression vector for the sea
pansy (Remilla reniformis) luciferase wsed as an mternal
ransfection control. Cells were incubated for 48 h after
ransfection. Luciferase activity elicited by U'CP3 promoter
constructs was normalised for vanation in transfection
efficiency using Renilla luciferase as an internal standard.

Ceantification of mRANA Mouse tissues were homogenised
in RLT buffer (RNA fibrows tisspe kit; Qiagen, Courta-
boeuf, France) using a rotor-stator. Total RNA from skeletal
muscle was extracted using RNeasy kit (Qiagen). Quanti-
tation of mBENA levels was performed by reverse transerip-
tion quantitative PCR [27].

Reporter gene assay Choramphenicol acetyl transferase
(CAT) and [f-galactosidase activities were determined on
tissue homogenates using standard procedures [28]. In cell
ransfection experiments, firefly luciferase and Renilla
luciferase activities were measured in a luminometer

Fig. 1 Genomic organisation

af human UUCPY and of intronic P RSN s R e

fragments used in tmnsgenssis.

(TD20y20; Turner Designs, Sunnyvale, CA, USA) using a
kit (Dual Luciferase Reporter assay system; Promega).

Computer-assisted analysiz Genomic regions encompass-
mg the P 3 loa were extracted from the UCSC Genome
database (available at http://genome.ucsc.edu, accessed 9
October 2007) for human, mouse, rat, chimpanzee, thesus,
dog and cow. Human introm | and varous subscquence
fragments were fed in the blastz Threaded Blockset Aligner
pipeline in order to generate alignments to use as a
conservation filter in subsequent ranscription factor binding
site analyses. Jaspar matrices were used in conjunction with
the Cis-cLement Over-representation (Clover) search pro-
gram to look for putative binding sites in the human sequence
(http:/jaspar.cgb.ki.se, accessed 9 October 2007; the Clover
program is available for downloading at http//zlab bu.edu/
clover). The multi-species alignment was then used to assess
the degree of conservation of putative sites (Jaspar PMID:
14681366, Clover PMID: 14988425, TBA PMID:
15060014, UCSC PMID: 1BOB6T01). A threshold of 0.95
was set for matrix similarity score to ensure good sensitivity
and specificity. Thus, only predicted bindmg sites with a
score over the above threshold were taken into account.

Stafistics Values are means+SEM. Statistical significance
was determined using the non-parametric Mann-Whimey test
md the SP55 package, version 11.0 for Windows (SPS5,
Chicago, IL, USA).

Results

The human UCP3 gene is expressed in skeletal muscle of
rransgenic mice To gan insights mto the sequences control-
ling expression of the human UCP3 gene in vivo, different
transgenic mouse lines were created (Fig. 1) Two lines of
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mice were produced with a 16 kb human UCP3 ransgene
containing 6.2 kb of the promoter and the entire exon
intron sequences. Human and murine UCF3 mRNA
anounts were quantified in vartous tissues (Fig. 2a-c). In
the two transgenic lines, human UCP3 was expressed at
higher levels in glycolytic (biceps femoris and gastrocne-
mius) than m mixed (diaphragm) and oxidative (soleus)
muscle. In heart and brown adipose tissue, the level of
human DCP3 mRNA was very low. As expected, no human
UCP3 mBRNA expression was detected in the kidney.
Murine Ugpd mBNA expression was also higher in the
gastrocnemius and biceps femons glycolvtic muscle than in
the oxidative soleus muscle. A noticeable difference from
human DCP3 was the substantial expression of mouse
Uep3 mRNA in heart and brown adipose tissue.

To determme whether the 16 kb fragment contamed the
sequences responsible for human UCP3 gene regulation n
vivo, ransgenic mice were submitted to fasting and treated
with thyroid hormone. A twofold induction of human and
mouse Uepld mBRNA expression was observed during
fasting in gastrocnemius muscle (Fig. 3a, ©). Acute thyroid
hormone treatment also promoted induction of human and
mouse Diepd mBNA (Fig. 3b, d). These results demonstrate
that the 16 kb human I7CFP3 transgene contain the cis-
acting sequences that mediate the effect of fastng and
thyroid hormone.

The promoter rvegion is not sufficient to confer skeletal
muscle expression of the human UCP3 pene Next, we
determined whether the sequences responsible for skeletal
muscle expression of human UCPS were located in the
promoter region. Four promoter-CAT gene construets were
microinjected mto mouse oocytes (Table 1). Two to five
lincs were established for each construct with wvanous
portions of the human UCP3 promoter. None of the
constructs led to expression of CAT determined both by
enzymatic activity and mRNA levels in the hindlimb
skeletal muscles as well as in kidney, spleen, white and
brown adipose tissues, hing, heart and diaphragm (data not
shown). No production of CAT was detected in skeletal
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Fig. 2 Expression profile of human and mouse UCP3 mENA i lines
exprassing the human UCPF 16 kb transgene. a Human 5CPF
(hUCPY) mENA level in tmnsgenic line A, b Human DCPY mENA
level in transgenic line B, ¢ Mouse Uspd (mUcpdimBM A level in the
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Fig. 3 Effect of 48 h fasting and acute treatment with thyroid
hormone on human and murine DCP2 mBEMNA in mice expressing the
human DNCP3 16 kb transgene. a, ¢ Effect of Gisting (F). b, d Effect of
thyroid hormone (T). Human UCFP? (hICPYH and murine Dep?
(mcpd) mEMNA levels ware determined before (C) and after the
treatments n gastromemis muscle, Besults are expressed as fold
imduction of the mBEMNA levels quantified in control animals. Data are
the means = SE (n=5-9) *p<0.05, **p=0.01

muscle when the —2.4 kbhiIVCP3 promCAT mice were
studied in condiions of enhanced mduction of endogenous
UCP3, such as the postnatal period or fasting (data not
shown)., To determine whether these constructs were
functional, ransient cotransfection of the —5.5 kb' h{UCP3-
promCAT with MyoD and retinoic acid receptor expression
vectors was performed into muscular Lo cells [20]. A clear
mduction was observed when MyoD was expressed (6.5+
0.5, p<0.05, n=4). Further induction was ohserved with
retinoic acid receptor in the presence of retinoic acid (9.2+
1.1, p=0.05, n=4). To exclude an in vivo silencing in the
expression of the CAT gene, the LacZ reporter system was
wsed. Transgenic lines were produced with two promoter
LacZ pene constructs. None of them showed pJ-
galactosidase activity in skeletal muscles. Consequently,
promaoter sequences are not sufficient to dnwve skeletal
muscle expression of human DCP3 m vivo.
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two transgenic hnes, Besults are expressed as 2 o 10%, Data are
the means=5E (r=5-7). BAT, brown adipose tissue; BUF, biceps
fermons; Dia, diaphragm; Gas., gastrocnemios, Sol., soleus
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Table 1 Study of the human DOPF gene promoter in trans genic mice

Construct Founders (n) Total tansgenic lines (n) Expressing lines (n) Transgene copy number
—55 kKbhIFCP3promCAT [ 4 0 20-50
=12 kKbhICP2promCAT 6 5 0 10-50
=24 kKbhICP2promCAT 3 ! 0 20-50
—04 KbhIiCPpromCAT 3 2 0 10-50
24 kKbhIFCP2promLac? 3 3 0 20-50
—0.7 KbhIFCP2promLac? 10 10 0 20-50

CAT or LacE activities were determined on hindlimb muscles from three to six mice per transgenic line
The sizes of the pramoter region are shown according to the tmnscripiional start site determmed by Acin et al. [19]
Each construct contained 657 bp of exon | because several tanscriptional start sites have bean meponed [18, 19, 23]

Inron 1 is essemndal for UCP3I expression in skeletal
muscle As the 16 kb fragment but not the promoter region
confers expression of the transgene, DNA elements
downstream of the ranscriptional start site are likely to be
crucial for human DCPT expression in skeletal muscle. A
new series of CAT constructs was produced containing
3.2 kb of the promoter and, downstream of the CAT gene,
different sequences encompassing the first five mirons
(Fig. 1b). The tansgenic mice were screened for CAT
activity in hindlimb muscle (Table 2). The six transgenic
lines contammg fragments [T and 1T that overlap introns 2
tw 5 were negative for CAT expression. However, CAT
activity was detected in hindlimb skeletal muscle of two
mouse lines beanng the first intron (Fig. 1b). Furthermore,
the profile of CAT mRENA expression was determined in the
distinct organs (Fig. 4a). CAT mBRNA expression was
greater in biceps femons, rectus femoris (another fast-
twitch muscle) and gastrocnemius than in diaphragm and
soleus muscle. No CAT mENA expression was detected
heart, brown adipose tissue and kidney, Therefore, the
expression of human UCP3 I skeletal muscles is diven by

Table 2 Study of intronic regions of the human UOP3 gens in
transgene mice

MName of intronic Total transgenic Expressing
fragments lines (n) lines (n)

I 8 2

I 3 0

M1 L] 0

I L] 2

2 3 0

3 L] 0

] L] 2

The constructs contan 2.2 kb of the promoter region, 657 bp of exon
I, the CAT gene and vanous mtrome regions

The lacation and siee of inbrome fragments are shown oan Fig. |
CAT activity was determined on hindhmb muscles from three to six

mice per transgenic line
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regulatory elements within the frst intron. To see whether
the presence of imtron | conferred higher expression in
muscle cells m vitro, transient transfection experiments
were performed in Lé myotubes. Luciferase activity was
higher with the construct comtanimg intron 1 than with the
construct containing the promoter alone (Fig. 5a). However,
the magnitude of increase was much lower than in the in
vivo context Mo expression was conferred by mirom 1 in
HIB-B1 cells derved from brown adipose tissue (Fig. Sh).
The data show that intron | is required for human UFCP3
expression m skeletal muscle in vivo.

The first intron was divided into several regions in order
to determine more precisely the mmtronic location of the
regulatory elements (Fig. e, Table 2). Two ransgenic lines
containmg the 5° molety of intron 1 {fragment [1) expressed
the transgene in skeletal muscle (Table 2). None of the three
lines with the 3" moiety of the first mtron (fragment 12)
presented skeletal muscle expression of the reporter gene.
The 5" part of introm 1 was cut into two fragments, named
13 and 14, which overlap on about 100 nucleotides (Fig. 1c).
While transgenic animals bearing the most 5 part of mtron
| (499 bp) were negative (fragment [3), two of the three
ransgenic lines with an internal 595 bp region (fragment
14y showed CAT activity im hindlimb muscle without
ectopic expression in liver or spleen (data not shown). This
small region of inton 1 contains clements necessary for
skeletal muscle expression of human UCP3 in vivo.

The expression pattern among different type of skeletal
muscle was determined by measuning CAT mBNA levels in
the different positive transgenic lnes (Fig. 4b). Intron |
(fragment I) and its 5 moiety (fragment 1) conferred a
profile similar to the human UCPI gene. However, the
ransgenic mice with the 595 bp mternal region of intron |
(fragment 14) had a profoundly altered pattern with strong
expression of CAT mBENA in the digphragm and soleus. A
similar profile was observed at the protein level with CAT
enzymatic assay (data not shown). Altogether, the data
reveal that skeletal muscle expression of human UCP3
depends on an internal region of miron 1 (fragment 14} but
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Fig. 4 CAT mBNA expression in tissue from tansgenic lines with
variows frapments of imtron 1. g Transgenic mice with the entire intran
I {fragment [). Results are expressed as 279 « 10°, b Comparisan
of CAT mENA expression between transgenic lines beanng vanous
portims of mtron | {location and size of mbrome frapments, see
Fig. 1. Black bars, animal expressing frapment [ of intron; white bars,
animal exprssing Fagment [l of ntron; grey bars, animal expressing
fragment 4 of intron. Besulis are ecpressed as % of biceps femaris (B,
E} values, Data are the means=5E (p=5-71. BAT, brown adiposs
tissue; Dha, diaphragm; Gas., pastrocnemius; BF, mectus femoris;
Bal., soleus

that a larger 5' region (fragment [1) 1s necessary for proper
distnbution according to fibre types.

An in silico analysis was next camed out on the entire
mtron 1 of the human UCP3 gene. Sequence alignments
between different species (Homo sapiens, Pan troglodvtes,
Rhesus macacus, Mus musculus, Raftus norvegicus, Bos
taurus and Canis fupus familiaris) revealed important
conserved sites located i I3 part, 14 part and at the 3" end
of the mrom. Computer-assisted analyses also revealed the
existence of several potential sites for transcription response
clements. We therefore tested, m L6 cells, the effect of
several ranscrptional regulators that potentially bind con-
served clements, ecither alone (MyoD, forkhead box [FOX]
OlA, FOX0O3A, FOXC2, myogenic factor 5 [Myf 5],
muclear respiratory factor [NRF]2oe, NRF2B, v-ets erythro-
blastosis virus E26 oncogene homologue 2 [ETS]2,
PPARx), or m combmation (MyoD and FOXO3A, FOXC2,
NRF2x, NRF2B, ETS2 or PPARx), on the —3.2 kb
hi7CP 3prom-Luciferase constructs in the absence and the
presence of miron 1. None of these factors led to an increase
in hiciferase activity associated with the presence of the first
intron (data not shown).
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Intron 1 is essemntial for the response to fasting The
ransgenic mouse lines with expression of the CAT gene
in skeletal muscle were submitted to 48 h fasting to identify
the regiom of mtron 1 mvolved in the response to fasting
(Fig. 6). In transgenic mice beanng the entire intron |
(fragment I), mduction of CAT mBNA expression was
observed in rectus femons, gastrocnemius and diaphragm
(Fig. 6a). In mice expressing the 5° moilety of intron |
(fragment 11) or the internal 595 bp of the first mtron
(fragment 14), fastmg did not mduce expression of CAT
mBNA in skeletal muscles (Fig. 6b, ¢). As a conrol of the
effectiveness of fasting, we measuwred mouse Ugpd mRNA
levels in the skeletal muscles of mice denived from the
different transgenic lines tested. As in wild-type animals,
there was an upregulation of murine Uep? (data not
shown). Therefore, the 3" part of mtron 1 (fragment 12},
albeit not necessary for expression in skeletal muscle, 1s
mmportant for the response to fasting,

Discussion

So far, studies on the molecular mechanisms governing
UCP3 regulation have relied on cellular models and in vitro
approaches. However, UCP3 expression levels in cultures
of skeletal muscle cells are very low compared with m vivo
skeletal muscle. This 1s valid not only for mouse cell lines
but also for primary cultures of human skeletal muscle cells
[29-31]. Therefore, identification of the regulatory ele-
ments critical for total expression of UCP3 at physiological
levels 15 likely to be impossible when relying on transient
transfection of promoter-reporter gene constructs in cul-
tured cells. Using a transgenesis approach, owr study
revealed that the first intron of the human UCP3I gene is
essential for proper tissue distibution and that distinet
regions are involved in skeletal muscle expression, fibre
tvpe specificity and response to fasting (Fig. 7).
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Fig. 5 Luciferase activity of —3.2 kb human UCPF promoter—reporter
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A region encompassing 16 kb of the human UCP3 gene
sequence was sufficient to support skeletal muscle expres-
sion and regulation in transgenic mice. Higher levels of
mouse than human DCP3 transcripts were observed in heart
and brown adipose tissue. These data are in accordance
with earlier findings suggesting different control of UCP3
expression between rodents and humans, Thus expression
of UICP3 mBNA was higher in human than in rat heart [ 16,
32]. In contrast to rodent brown adipose tissue, where high
levels have been reported, little or no expression of UCP3
was detected in human brown adipose tissue [32,
Moreover, our data with the |6 kb comstruct are in
agreement with the in vive distribution of human UCP3
in mice with an 80 kb transgene encompassing 50 kb of 5
flanking region and containing all the intromic regions [22].
Or data on cell lines confirm the specificity of expression
of UCP3 m skeletal muscle cells vs brown adipocytes.
Altogether the currently available mformation suggests that
UCP3 shows higher specificity for skeletal muscle expres-
sion in humans than m rodents. Considenng the profile of
expression in the different muscles investigated, the rank
order of expression among fibre types, i.e. type [IB=type
MAATX =type . m transgenic mice was similar to the

|
= A

endogenous profile desernibed m human skeletal muscle [4].
Moreover, regulation by thyroid hormone mand fasting was
observed as shown earlier m humans [13, 17]. Therefore,
all regulatory sequences crucial for tissue and fibre type
distnbution, as well as for hormonal and nutntional
regulation were present m the 16 kb transgene. Generation
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Fig. 1. CAT mRNA levels wers determined in fed and fasted (48 h)
amimals. Results are expressed as 279 valuss, Data ars the means+
SE (n=5-7). *p=0.05 **p<0.01. B.F., biceps femoris; Dia.,

dizphmgm; Gas,, gastrocnemius; BLF., motus femoris; Sol, soleus

of numerous transgenic mouse lines revealed that the
promoter region 15 not sufficient for expression of human
UCP3 and that intron | was indispensable for expression in
skeletal muscle and fibre type specificity. The involvement
of introns in skeletal muscle gene expression has been
shown in vivo in few instances, e.g. for the acetylcholin-
esterase and dystrophin genes [34, 35] In both, the
enhancer i located in intron 1. Truncation of intren 1 of
the human UCF3 gene showed that the 5° part was
necessary for a proper expression profile in the different
skeletal muscles. Strikingly, further deletion pointed to an
mternal part that conferred expression in skeletal muscle,
but totally abolished the differences between fibre types.
Such a dichotomy makes the human UCP3 gene a unique
model to delneate elements critical for skeletal muscle
expression from sequences conferring fibre type specificity.
The bio-informatic analyses driven on the entire human
UCP3 intron | revealed that several sequences were
conserved among species that could be implicated in
ranseription factor binding. Conceivably, these transerip-
tional regulators participate in muscle expression of human
UCP3. However, none of the factors expressed transiently
m the presence of intron | increased expression of the
reporter system in L6 myotubes; this could either suggest
that the factors and cognate cis-acting motifs tested are not
mvolved in musecle specificity or that in vitro cellular
ransactivation systems do not support regulatory events
occurnng m vivo. The data raise the possibility that miron |
of the human UCP? gene could reveal new combinations of

Fig. 7 Patential interactions ammmmmmEmes ————
between mgions in intron 1 and ot ""*—..HH
cis-aating elements in the _,-‘",z” “u T
promater region of the human '," o b == “..1‘
LIP3 pene, MREEs, uncanonical K » i) f," "-‘ .,
MyoD msponsive elements; PPRE MRE= ¥ ¥ ¥ w
FPRE, PPAR rasponsive - — = } ¥
element i1' 4 ( bt EXpreasind Response o fasting )
1 i Exon 1 {and responss to fastingT) T—

Muscle fibre ?{ Muscle

|\rﬂ:-a Spﬁcljﬂcdtfx_ et:pu'esa'ﬂnj
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regulatory sequences and transeniption factors involved in
skeletal muscle expression and fibre type specificity.

Study of the molecular mechanisms controlling gene
expression by fasting has received much less attention in
skeletal muscle than m liver. The human UCPI gene is
strongly regulated by fasting both in rodents and in
humans, an effect potentially mediated by fatty acids [ 13,
36-38]. Interestingly, we observed that the 3' part of intron
1, albeit dispensable for muscle expression, was important
for the response to fasting. Altogether, the data indicate that
different regioms of intron 1 are mvolved m skeletal muscle
expression, preferential expression in glycolytic muscles or
response to fasting.

Or data shed new light on the control of human ©7CP3
gene franscniption and suggest mteractions between cis-
acting elements in the promoter and different regions of
miron | (Fig. 7). In vitro studies focusing on the proximal
promaoter have shown that its activity was dependent on
MyoD binding uncanonical elements close to the transcrip-
tiomal start site [20, 21]. However, the present data clearly
show that the 5" region of intron | 15 needed for skeletal
muscle expressiom m vivo., Therefore, a functional interac-
tion between that region and the proximal promoter could
be expected. Furthermore, cooperativity between several
clements within that region acts to obtain specific expres-
sion i skeletal muscle and proper distnbution among
muscles with different metabolism. A direct repeat-1
clement upstream of the MyoD binding sites mediates
activation by PPARa and (. Crosstalk between the
regulatory elements 15 suggested by the finding that MyoD
is required for activation by a PPAR ligand. Accumulating
evidence suggests that fatty acids induce UCP3 gene
expression through PPARs [39]. The in vivo analyses
described here demonstrate that a entical element in the 3
part of introm 1 is likely to interact with the PPAR
responsive element i the proximal promoter to obtain a
full response to fasting. Nevertheless, we camnot exclude
the possibility that elements for the response to fasting lie in
the 5" part of the first mron and act m synergy with
sequences present in the distal part.

The molecular basis of the preferential expression of
human DCP3 in skeletal muscles and its regulation by
hormones and nutnents 5 of interest because skeletal
muscles are important m energy homeostasis and becase
mereasing evidence suggests that UCP3 plays arole m this
process. Furthermore, UCP3 expression is decreased in
tvpe 2 diabetes [40]. This reduction has been shown in
prediabetic and diabetic patients [41, 42]. The decrease of
UCP3 expression is not atributable to fibre type diminu-
tion, smee fast-twitch glyeolytic fibres, m which UCP3 1s
preferentially expressed, are mereased in muscles of
diabetic patients. The relevance of studying regulatory
sequences of the human UCP3 gene is furthermore
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supported by the association between a promoter polymor-
phism and risk of type 2 diabetes [24]. This study paves the
way for future work aimed at dissecting the complex
network of interactions between promoter and intronic cis-
acting elements and at deciphenng the mechanisms under-
bying dysregulation of UCP3 in pathological conditions
such as type 2 diabetes.
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TITRE : CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA REGULATION DE L’EXPRESSION DU
GENE HUMAIN UCP3 DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE DE SOURIS : ETUDE
EXPERIMENTALE.

RESUME : UCP3 est une protéine découplante de la membrane interne
mitochondriale exclusivement exprimée ou presque dans les muscles
squelettiques chez I'Homme et potentiellement impliquée dans le
métabolisme des acides gras. Ce travail concerne la régulation de
l'expression du géne humain UCP3 chez la souris. Des animaux portant le
géne UCP3 en entier ou en partie ont été créés par transgenése additive dans
le but de délimiter les séquences responsables de la spécificité musculaire
d’expression et celles responsables de la réponse aux nutriments. Une
séquence intronique de 600 pb confére l'expression musculaire in vivo. Le
jeine et le sevrage sont deux situations entrainant une induction de
l'expression du transgeéne et de la forme murine d’'UCP3. Ces manipulations
nutritionnelles font intervenir les acides gras, modulateurs connus de
I'expression d’UCP3. Cependant, d’autres facteurs de régulation pourraient
étre impliqués dans la régulation de l'expression du géne UCP3.

MOTS-CLES : Protéine découplante, obésité, modeéle animal, transgenése, acides

gras

ENGLISH TITLE: STUDY OF HUMAN UCP3 GENE REGULATION IN SKELETAL
MUSCLE OF MOUSE: EXPERIMENTAL STUDY

ABSTRACT: Uncoupling protein UCP3 is an inner mitochondrial protein almost
exclusively expressed in skeletal muscle in human which could be implicated in
fatty acid metabolism. This work focuses on the regulation of the human UCP3
gene expression in mouse. A transgenesis approach has been used to create
animals bearing all or part of the UCP3 gene in order to delineate the sequences
responsible for the muscle specific expression and those responsible for its
response to nutrients. A 600 bp sequence of the human UCP3 intronl gene has
been identified which confers the muscular expression in vivo. Fasting and
weaning can induce expression of the transgene and the murine form of UCP3.
These nutritionnal chalenges implicate fatty acids known as modulator of UCP3
expression. Nevertheless other regulatory factors could be involved in the
regulation of UCP3 gene.
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