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devant le jury composé de :
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de la structure tridimensionnelle d’un homologue de COUP-TFII chez l’hippopotame,
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À Bénédicte, ma nouvelle voisine, je ferais au mieux pour ne pas trop t’embêter.
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Voie de la néoglucogénèse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
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Les corps cétoniques, substrats énergétiques . . . . . . . . . 26

2.3 Régulation nutritionnelle et hormonale du métabolisme hépatique . . . . . 27
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Valeurs des dosages métaboliques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
Amorces de PCR quantitative . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
Publications . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105

Article 107
Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110
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hépatique chez les souris invalidées pour COUP-TFII . . . . . . . . . . . . 69
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1 L’homéostasie énergétique

chez les mammifères

L
a notion d’homéostasie (capacité d’un système à conserver un état stable mal-

gré les contraintes extérieures qui lui sont imposées) est d’une importance capitale

lorsqu’elle s’applique au métabolisme énergétique. Les besoins énergétiques des mam-

mifères sont continus, notamment pour assurer les fonctions de base, indépendantes de

l’activité de l’individu. La nécessité d’un système « tampon » permettant de stocker

l’énergie excédentaire en période d’alimentation et de la restituer pendant les périodes

de jeûne, mais également de s’adapter aux modifications quantitatives et qualitatives en

termes d’énergétique est alors évidente. Pour cela, de nombreux mécanismes ont été mis

en place au cours de l’évolution. Chez les mammifères, des organes aux fonctions com-

plémentaires (régulation du métabolisme, stockage et utilisation des nutriments), entre

lesquels s’établit un véritable « dialogue » nutritionnel, hormonal ou nerveux, permettent

la mise en place d’un système d’homéostasie garantissant l’adaptation de l’organisme aux

contraintes nutritionnelles, comportementales et développementales qui lui sont impo-

sées.

Cette adaptation est particulièrement intéressante au cours de l’allaitement où le

nouveau-né doit s’adapter rapidement à la vie extra-utérine, s’alimenter sur un régime

lacté, puis s’adapter à un apport de nourriture solide lors du sevrage. Cette introduc-

tion présentera tout d’abord les principaux organes du métabolisme énergétique puis

détaillera les mécanismes impliqués dans l’adaptation à la naissance et lors du sevrage.

1.1 Régulation du métabolisme : généralités

1.1.1 Les tissus acteurs de la régulation du métabolisme

L’intestin a un rôle capital dans le contrôle du métabolisme énergétique. Sa fonction

s’étend au delà de sa fonction primaire, i.e. l’absorption des nutriments du bol alimentaire
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et leur redistribution dans la circulation porte et le système lymphatique. L’intestin

détecte les variations de la glycémie et participe ainsi au contrôle central de l’homéostasie

glucidique [revue dans Burcelin, 2010]. De plus, certaines cellules endocrines localisées

dans des portions spécifiques du tube digestif sécrètent des hormones dites « incrétines »

en réponse à la prise alimentaire, notamment le GLP-1 1 et le GIP 2 [revue dans Kim et

Egan, 2008]. Leur rôle principal est de potentialiser la sécrétion d’insuline post-prandiale.

Certaines études suggèrent que l’intestin pourrait participer à l’homéostasie glucidique

notamment par son activité néoglucogénique. Cependant, ces études sont controversées et

la participation de l’intestin à l’homéostasie glucidique globale en temps que producteur

net de glucose est incertaine [revue dans Previs et al., 2009].

Le tissu adipeux blanc n’est pas un organe isolé mais un ensemble diffus de tissus

de stockage dont le rôle primaire est de stocker les lipides excédentaires issus soit de

l’alimentation soit de la production endogène à partir du glucose (la lipogenèse) et de les

libérer lorsque les apports alimentaires cessent. Le tissu adipeux est également un tissu

endocrine, il sécrète en effet des adipokines (leptine, adiponectine, cytokines, etc.) qui

participent entre autres au contrôle de la prise alimentaire et de la sensibilité à l’insuline

[revue dans Kershaw et Flier, 2004]. Le tissu adipeux brun, riche en mitochondries et

disposant d’un stock lipidique multiloculaire provient de précurseurs différents. Ce tissu

a un rôle thermogénique : il oxyde des acides gras et du glucose et produit de la chaleur

par découplage de la châıne respiratoire, notamment grâce à la protéine mitochondriale

découplante UCP-1 3 [revue dans Ricquier, 1990]. L’activité oxydative du tissu adipeux

brun est majoritairement sous contrôle du système nerveux sympathique. Plus récem-

ment, le concept de tissu adipeux « beige » ou brite en anglais (pour BRown in whITE )

a été proposé. Ce tissu présent dans les dépôts adipocytaires blancs expriment des mar-

queurs spécifiques du tissu adipeux brun (par exemple, UCP-1) mais ne partagent pas

la même origine cellulaire que celui-ci. Ce tissu thermogénique, à la différence du tissu

adipeux blanc, peut donc contribuer à la dépense énergétique [revue dans Kuhn et al.,

2012].

Les organes périphériques font également partie de la balance en temps qu’utilisateurs

d’énergie. Parmi les plus importants, le cerveau [revue dans Magistretti, 2008] a des

besoins continus mais n’est pas capable de stocker de l’énergie, il est donc dépendant

d’un apport énergétique constant. Le tissu musculaire est également un poste important

1. Glucagon-Like Peptide-1
2. Glucose-dependent Insulinotropic Peptide
3. UnCoupling Protein-1
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de dépense énergétique : alors que le muscle cardiaque utilise en majorité des acides

gras comme substrats énergétiques et peu de glucides [revue dans Stanley et al., 2005],

le muscle squelettique est composé de différents types de fibres qui privilégient soit

l’utilisation du glucose (muscles rapides, à fibres dites « blanches » contenant peu de

mitochondries et étant peu vascularisés) soit l’utilisation des acides gras (muscles lents,

a fibres dites « rouges » riches en mitochondries et fortement vascularisés) [revue dans

Schiaffino et Reggiani, 2011].

Le rein participe également à l’homéostasie énergétique, et particulièrement au mé-

tabolisme du glucose : d’une part, il utilise le glucose pour ses besoins énergétiques

propres 4, mais c’est également un tissu a activité néoglucogénique, notamment au cours

du jeûne prolongé [revue dans Owen et al., 1969]. D’autre part, le rein joue un rôle pri-

mordial dans l’homéostasie du glucose lors de la recapture du glucose après la filtration

glomérulaire [revue dans Gerich, 2010].

Le foie est un carrefour métabolique aux multiples fonctions dont la physiologie sera

décrite ultérieurement.

1.1.2 Les organes régulateurs du métabolisme

Le système nerveux central et plus particulièrement l’hypothalamus jouent un rôle

important dans le contrôle de la balance énergétique : ils intègrent des signaux péri-

phériques (hormones, nutriments), adaptent la dépense énergétique et le comportement

alimentaire (prise alimentaire, sensation de satiété, etc.) [revue dans Vianna et Coppari,

2011 ; King, 2006].

Par les nombreuses efférences vers les autres organes du métabolisme (pancréas, foie,

tissus adipeux, muscles, etc.), le système nerveux central est un modulateur global affec-

tant la sécrétion des hormones pancréatiques [Thorens, 2011], la production hépatique de

glucose [revue dans Buettner et Camacho, 2008], la thermogenèse [revue dans Morrison

et al., 2012], la sensibilité à l’insuline [revue dans Delaere et al., 2010], la lipolyse [revue

dans Shimazu, 1981], et de façon plus générale, contrôle le maintien de l’euglycémie.

Le pancréas Dans le contrôle hormonal du métabolisme énergétique, le pancréas en-

docrine joue un rôle majeur puisqu’il sécrète notamment deux hormones dont le rôle est

antagoniste :

4. relativement à sa masse, le rein est un des principaux organes utilisateurs de glucose, notamment
en période post-prandiale [revue dans Gerich, 2010]
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– le glucagon, une hormone hyperglycémiante sécrétée par les cellules α dans les

situations où l’apport glucidique est réduit, contribue au maintien de l’euglycémie

en agissant au niveau hépatique par la stimulation de la production de glucose à

partir des stocks de glycogène puis de novo en activant la voie de la néoglucogé-

nèse, et à l’échelle de l’organisme entier en freinant la glycolyse et la lipogénèse ;

d’autre part, le glucagon participe au contrôle de la prise alimentaire, de la dépense

énergétique, de la thermogénèse, etc. [revue dans Heppner et al., 2010] ;

– l’insuline, une hormone hypoglycémiante sécrétée par les cellules β en réponse au

glucose, dont le rôle est de favoriser d’une part l’entrée du glucose dans les tissus

cibles (muscles, tissu adipeux) et de stimuler des voies de stockage (lipogenèse,

glycogénogenèse) d’autre part [revue dans Saltiel et Kahn, 2001].

1.2 Le foie dans le contrôle du métabolisme

1.2.1 Généralités

Le foie est un organe abdominal intrapéritonéal situé sous le diaphragme. Sa masse

représente environ 5% du poids corporel. Le foie est composé de plusieurs types cellu-

laires :

– les hépatocytes représentant 80% de la masse cellulaire ;

– les cellules endothéliales ;

– les cellules stellaires (métabolisme de la vitamine A, production de matrice extra-

cellulaire) ;

– les cellules de Küppfer (macrophages résidents du foie) ;

– les cholangiocytes (cellules des canaux biliaires) ;

– des cellules pluripotentes dites « ovales » permettant le renouvellement des hépa-

tocytes et cholangiocytes.

Il exerce des fonctions multiples : organe hématopöıétique durant la vie embryon-

naire, sécrétion de protéines sanguines, transformations des nutriments, détoxification,

sécrétion de la bile, etc.

1.2.2 Le foie dans le métabolisme glucido-lipidique

Le foie est également un carrefour métabolique essentiel. En période post-prandiale :

– le foie est un organe de stockage du glucose sous forme de glycogène (voie de la

glycogénogénèse) ;
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– c’est un lieu important de la synthèse de novo des lipides à partir du glucose de

l’alimentation (voie de la lipogenèse).

Ces voies métaboliques sont globalement stimulées par le glucose et l’insuline sécrétée

en réponse au glucose (voir voir Figure 9 p.32).

Le foie joue également un rôle central dans le métabolisme des lipoprotéines :

– les chylomicrons synthétisés par l’intestin à partir des acides gras et du cholesté-

rol alimentaires sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL) présente sur les

cellules endothéliales des capillaires, les acides gras libres ainsi libérés sont utilisés

par le tissu musculaire cardiaque ou squelettique comme substrats énergétiques,

ou par le tissu adipeux blanc pour stockage ; les chylomicrons dits remnants ainsi

appauvris en triglycérides sont captés par le foie ;

– le foie synthétise, à partir des acides gras captés ou néosynthétisés par la voie de

la lipogénèse, des lipoprotéines de très faible densité (VLDL, Very Low Density

Lipoprotein) ;

– sous l’action de la LPL, les VLDL s’appauvrissent en triglycérides, captés par

les tissus utilisateurs d’acides gras, et deviennent des lipoprotéines de densité in-

termédiaire (IDL), puis de faible densité (LDL), et son recaptés par le foie en

interagissant avec un récepteur, le LDL-R ;

– le foie reçoit des tissus périphériques des lipoprotéines dites de « haute densité »,

HDL, qui contiennent l’excès de cholestérol qui est excrété par voie biliaire.

L’insuline agit sur le métabolisme des lipoprotéines à différentes étapes :

– elle stimule la lipoprotéine lipase ;

– elle inhibe la synthèse et l’export hépatique de VLDL ;

– elle stimule l’expression du récepteur aux LDL.

En période post-absorptive (à distance des repas) ou au cours du jeûne, le foie est

également impliqué dans des processus métaboliques indispensables au maintien des

fonctions vitales de l’organisme :

– hydrolyse du glycogène pour libérer du glucose dans la circulation (voie de la

glycogénolyse) ;

– production de glucose de novo à partir de substrats non glucidiques (voie de la

néoglucogénèse) ;

– oxydation mitochondriale des acides gras et production de corps cétoniques (voie

de la β-oxydation et voie de la cétogénèse).

Ces voies sont globalement stimulées par le glucagon et les catécholamines.
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hépatique

Veine

centrale

Figure 1 – Organisation fonctionnelle du lobule hépatique, adapté de Torre et al. [2011]
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1.2.3 Organisation fonctionnelle du foie

Le foie peut se décomposer en sous-unités fonctionnelles, les lobules hépatiques. Le

lobule hépatique est organisé selon un axe radial : en périphérie se trouvent les « triades »

portales, composées de vaisseaux issus de l’artère hépatique, de la veine cave, et de

canalicules biliaires ; au centre se trouve un vaisseau issu de la veine porte. Dans le

lobule hépatique, la circulation sanguine est donc centripète, ce qui est est à l’origine d’un

gradient décroissant de la pO2 et des hormones pancréatiques entre autres (Figure 1).

Sur cet axe, les hépatocytes sont organisés selon une régionalisation fonctionnelle. Si l’on

considère les grandes voies du métabolisme glucido-lipidique :

– les hépatocytes dits « périportaux» ont un métabolisme orienté vers la β-oxydation

des acides gras et la néoglucogénèse ;

– les hépatocytes dits « péricentraux » ont un métabolisme glycolytique et lipogé-

nique.

Cette organisation est mise en place et maintenue par la voie Wnt/β-caténine : un

gradient centro-portal de l’activité β-caténine est au moins en partie à l’origine de ce

gradient phénotypique au niveau du lobule hépatique [revue dans Torre et al., 2011].

Ainsi, les hépatocytes ont un équipement protéique et enzymatique différent selon

leur position sur cet axe [Jungermann et Kietzmann, 1996], par exemple :

– succinate deshydrogénase, PEPCK 5, glucose-6-phosphatase, . . . en zone péripor-

tale ;

– glucokinase, L-pyruvate kinase, glutamine synthétase, . . . en zone péricentrale.

Le foie est donc un organe majeur du métabolisme glucido-lipidique. Sa fonction est

tout à fait essentielle notamment au cours de l’allaitement puisqu’il va fournir la majorité

du glucose nécessaire à la fonction des organes qui en sont totalement ou partiellement

dépendants.

5. Phosphoénolpyruvate Carboxykinase ; voir p. 20
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2 L’homéostasie énergétique au

cours de l’allaitement et du

sevrage

2.1 L’allaitement, particularités nutritionnelles

L’allaitement est une période nutritionnelle particulière. En effet, l’intégralité de l’ap-

port énergétique exogène du nouveau-né est fournie par la consommation d’un aliment

unique, le lait d’origine maternelle. Selon l’espèce considérée, le lait a une composition

qui varie qualitativement et quantitativement, notamment en terme de répartition calo-

rique (calories d’origine glucidique, lipidique et protéique). Dans une moindre mesure,

le lait a une composition dépendant de l’alimentation maternelle. Elle varie également

temporellement : la composition du lait évolue au cours de la période d’allaitement (ainsi

le colostrum est d’une composition très différente du lait de pleine lactation).

2.1.1 Composition du lait

Le lait est un mélange complexe de molécules différentes indispensables au déve-

loppement du nouveau-né. En plus des molécules « énergétiques » (essentiellement sous

forme de lipides et glucides), le lait contient des oligo-éléments, des vitamines, des acides-

aminés, des ions, etc. Chez les mammifères, la composition du lait varie sensiblement

notamment en terme de contenu lipidique et glucidique entre les différentes espèces.
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Chez les rongeurs, et particulièrement chez la souris, le lait contient une proportion

de lipides qui représente plus de 70% du contenu énergétique, alors que l’énergie apportée

par les glucides représente moins de 5% (Table 2).

Espèce
Proportion calorique (%)

lipides protéines glucides

homme1 53 6 41

rat1 69 25 6

lapin1 58 37 5

souris2 79 19 2

Table 2 – Composition du lait chez différentes espèces

2.1.1.1 Teneur en glucides

Le contenu du lait en glucides est exclusivement représenté par le lactose. C’est

un disaccharide composé de glucose et de galactose (β-D-galactopyrannosyl(1→4)D-

glucopyrannose). Ainsi, le métabolisme glucidique au cours de l’allaitement nécessite une

enzyme intestinale permettant de dégrader le lactose en oses simples, la β-galactosidase.

Une fois hydrolysés, les deux oses sont absorbés séparément et entrent dans la voie de

la glycolyse. Alors que chez l’homme, la part calorique apportée par les glucides est de

plus de 40 %, elle est inférieure à 10 % chez les rongeurs (Table 2).

2.1.1.2 Contenu en triglycérides

La majorité du contenu en lipides du lait est représentée par des triglycérides [revue

dans Girard et al., 1992]. Ces triglycérides sont hétérogènes en composition, puisqu’ils

contiennent des esters d’acides gras à châıne moyenne et à châıne longue. En plus de

l’hétérogénéité de longueur, la châıne carbonée présente également différents degrés de

saturation : des acides gras saturés (acide palmitique, acide stéarique), monoinsaturés

(acide oléique), ou polyinsaturés (linoléate, linolénate, etc.). La nature des acides gras

1. d’après Girard et al. [1992]

2. valeurs calculées d’après Ragueneau [1987]
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estérifiés du lait est variable selon l’espèce considérée (Table 3). Chez les petits rongeurs,

l’espèce majoritaire est le palmitate.

2.1.1.3 Besoins énergétiques du nouveau-né

Compte tenu de son développement rapide, le nouveau-né a des besoins importants,

d’une part en terme d’éléments de structure (acides aminés, acides gras entrant en jeu

dans la synthèse des membranes cellulaires, etc.), mais aussi en terme d’énergie. La

naissance est une période de modifications nutritionnelles importantes qui imposent aux

nouveaux-nés de s’adapter rapidement à la vie extra-utérine.

2.2 Adaptations métaboliques au cours de l’allaitement

2.2.1 Le métabolisme énergétique périnatal

Durant le développement in utero, le fœtus est alimenté via la circulation materno-

fœtale qui lui apporte les substrats nécessaires à son développement. L’alimentation de la

femelle gestante est très régulière à l’échelle du cycle nychtéméral et augmente progres-

sivement au cours de la gestation [Makarova et al., 2010], ce qui lui permet d’avoir des

niveaux circulants de glucose relativement élevés et constants. La diffusion transplacen-

taire des acides aminés, du glucose, et des acides gras (chez certaines espèces comme le

lapin, l’homme ou le cochon d’Inde) permet au fœtus des apports constants et suffisants

pour son développement. La naissance se caractérise par la dissociation physique de la

mère et du nouveau-né. Il devient alors rapidement dépendant de l’alimentation mater-

nelle puisqu’il ne peut pas s’alimenter de façon autonome. Cependant, le nouveau-né,

dans les heures suivant la naissance, n’est pas encore capable de têter spontanément. Il

doit donc traverser une période de jeûne absolu 3 avant de pouvoir s’alimenter.

2.2.1.1 Mobilisation post-natale des stocks hépatiques de glycogène

Bien que chez certaines espèces, il y ait des réserves de triglycérides hépatiques ou

dans les tissus adipeux (homme, cochon d’Inde, lapin), d’autres espèces notamment

les petits rongeurs ont une réserve lipidique global très basse (chez le rat, moins de

1% du poids corporel, [revue dans Girard et al., 1992] ; chez la souris, moins de 3%

[Krasnow et al., 2011]). Cette réserve limitée et peu mobilisable ne constitue pas un

capital énergétique que le nouveau-né peut utiliser après la naissance ; en effet la majorité

du tissu adipeux est de type brun et a une activité thermogénique.

3. de durée variable selon l’espèce
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Pendant les premières heures de la vie extra-utérine, le nouveau-né survit grâce à

la mobilisation du glycogène hépatique accumulé in utero pendant les heures précédant

la naissance. Le glycogène représente la seule source énergétique pendant la période

qui sépare la mise bas de la première tétée [Ballard et Olivier, 1963]. La glycogénolyse

permet au foie de libérer du glucose dans la circulation générale. Cette réserve limitée est

rapidement épuisée (en quelques heures) et doit être substituée par un apport alimentaire

via le lait maternel.

2.2.2 Adaptation du métabolisme au cours de l’allaitement

2.2.2.1 Profil nutritionnel sanguin chez le nouveau-né allaité

Le lait maternel représente chez les rongeurs une alimentation hyperlipidique et rela-

tivement pauvre en glucides (voir Figure 8 p.26 et Table 2). Ainsi, le souriceau allaité a

des niveaux circulants de glucose relativement bas (environ 3, 5 mmol/L à six jours) en

comparaison de ceux observés chez la souris adulte nourrie (environ 6 mmol/L). D’autre

part, les niveaux circulants de triglycérides sont élevés (environ 200 mg/dL à six jours)

en comparaison de ceux mesurés chez la souris adulte (environ 50 mg/dL) 4.

2.2.2.2 Mise en place de la néoglucogénèse hépatique

La faible teneur en glucides du lait n’est pas suffisante pour couvrir les besoins

énergétiques globaux du nouveau-né [revue dans Girard et Ferré, 1982]. L’utilisation du

glucose dépasse la quantité apportée par l’alimentation. Par exemple, le cerveau, qui est

le principal organe utilisateur de glucose, représente un poste de dépense d’autant plus

important que sa taille relative (poids du cerveau par rapport au poids corporel) est plus

élevée chez le nouveau-né que chez l’adulte [revue dans Girard et al., 1992].

De plus, certaines cellules n’utilisent pas les acides gras comme source d’énergie.

C’est le cas des érythrocytes (absence de mitochondrie donc incapacité a oxyder les

acides gras), des neurones [Edmond et al., 1987], des cellules de la medulla rénale et

de la rétine (accès à l’oxygène limité, d’où leur dépendance vis-à-vis de la glycolyse

anaérobie). Les besoins énergétiques de ces tissus glucodépendants sont assurés par une

voie métabolique permettant la production endogène de glucose, la néoglucogénèse. Cette

voie est absolument indispensable à la vie puisque chez le rat, son inhibition par le 3-

mercaptopicolinate 5 provoque une hypoglycémie sévère malgré le maintien, dans le sang,

de concentrations en acides gras et en acides aminés élevées [Ferre et al., 1977].

4. Données personnelles ; [Magnol et al., 2007]
5. un inhibiteur de la PEPCK, voir Figure 3
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Voie de la néoglucogénèse

But de la néoglucogénèse La néoglucogénèse est une voie métabolique consti-

tuée d’un ensemble de réactions qui permet, à l’inverse de la glycolyse, la production

de glucose à partir de différents substrats dits « glucoformateurs ». Au cours de l’al-

laitement, cette fonction est essentiellement assumée par l’hépatocyte 6, et permet de

maintenir une glycémie normale malgré le faible apport en glucose alimentaire.

Substrats de la néoglucogénèse La néoglucogénèse permet de convertir des sub-

strats à deux ou trois carbones en glucose (6 carbones). Chez l’adulte à jeun, les substrats

néoglucogéniques sont variés : glycérol issu de l’hydrolyse des triglycérides, lactate issu

de la glycolyse dans les tissus périphériques (tissu musculaire squelettique, erythrocytes,

etc.), certains acides aminés (alanine, glycine, sérine, etc.). Cependant, chez le souriceau

allaité, il semble que le glycérol soit préférentiellement dirigé vers la voie de réestérifica-

tion des acides gras circulants. Les acides aminés, bien qu’abondants dans le lait, sont

davantage utilisés pour la synthèse protéique, importante au cours de la croissance, que

pour la production de glucose (Figure 2).
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Figure 2 – Comparaison de la production hépatique de glucose en présence de différents sub-
strats gluconéogéniques chez le rat nouveau-né et l’adulte (sur tranches de foie) ; d’après les
valeurs publiées dans Vernon et al. [1968].

glycérol lactate alanine

Chez le rat, l’inhibition de la néoglucogénèse au niveau de la PEPCK provoque une

accumulation de lactate mais ne modifie pas les concentrations circulantes d’alanine et

de glycérol, suggérant que ces deux métabolites ne sont pas des substrats majeurs de

la néoglucogénèse [Ferre et al., 1977]. Ainsi, le lactate, un produit de la glycolyse dans

6. il y a une activité néoglucogénique dans le rein, mais la contribution de celui-ci à l’homéostasie
glucidique globale au cours de l’allaitement est minoritaire [Chatelain et al., 1998]
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ADP

ATP

2-P-glycérate
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glycérol-3-phosphate

glycérol
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glycérol kinase
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(homme, porc, ruminants, cochin d’Inde, etc.) la PEPCK est également localisée dans la mitochondrie
[revue dans Hanson, 1974]



Introduction

les tissus périphériques 7, est un des principaux substrats néoglucogéniques au cours de

l’allaitement.

Les principales étapes de la néoglucogénèse La conversion du lactate en glu-

cose met en jeu plusieurs réactions (Figure 3) dont une partie est commune avec la voie

de la glycolyse. Ces réactions dites « réversibles » sont catalysées par les mêmes enzymes

que lors de la glycolyse. Quatre étapes de la néoglucogénèse sont assurées par des en-

zymes spécifiques unidirectionnelles afin de contourner les étapes thermodynamiquement

irréversibles de la glycolyse :

– la conversion du pyruvate en oxaloacétate, catalysée par la pyruvate carboxylase

(PC) ;

– la conversion de l’oxaloacétate en phosphoénolyruvate, catalysée par la phosphoé-

nolpyruvate carboxykinase cytosolique (PEPCK) ;

– la déphosphorylation du fructose-1,6-bisphosphate, catalysée par la fructose-1,6-

bisphosphatase ;

– la déphosphorylation du glucose-6-phosphate, catalysée par la glucose-6-phosphat-

ase.

Dépendance énergétique de la néoglucogénèse À l’inverse de la glycolyse, la

néoglucogénèse est une voie métabolique qui globalement consomme de l’énergie. En effet,

les étapes catalysées par la PC, la PEPCK, la phosphoglycérate kinase, nécessitent des

nucléotides triphosphates (ATP, GTP et ATP respectivement). D’autre part, la malate

deshydrogénase, la glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogénase sont dépendantes de la

disponibilité en NADH+H+, c’est-à-dire du statut d’oxydoréduction cellulaire. En effet,

si ces réactions oxydent le NADH+H+ qui est la forme réduite, la châıne respiratoire

réoxyde le NADH+H+ en NAD+, permettant ainsi son recyclage.

Si l’on considère la production de pyruvate à partir du lactate, catalysée par la lactate

deshydrogénase, elle est également dépendante du NADH+H+. La pyruvate carboxylase

est une enzyme dont l’activité dépend également de la présence d’acétyl-CoA. L’acétyl-

CoA est en effet un activateur allostérique de cette enzyme [revue dans Jitrapakdee et

Wallace, 1999].

Le bilan de la néoglucogénèse à partir du pyruvate est le suivant :

7. notamment les hématies, le tissu musculaire squelettique
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2 pyruvate + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH + H+ + 4 H2O

↓

glucose + 4 ADP + 2 GDP + 2 NAD+ + 6 Pi

La néoglucogénèse nécessite donc un soutien énergétique qui permet l’apport de nu-

cléotides triphosphates et de coenzymes réduits (NADH+H+) ainsi que d’acétyl-CoA.

Ce soutien énergétique est assuré par l’oxydation mitochondriale des acides gras,

qu’ils soient d’origine alimentaire comme chez le nouveau-né ou adipocytaire comme

chez l’adulte à jeun.

À titre d’exemple, l’inhibition de l’entrée des acides gras à châıne longue dans la mi-

tochondrie par un inhibiteur tel que l’etomoxir, un composé qui se lie de façon covalente

et irréversible à la CPT-1 8, induit une hypoglycémie chez l’homme [Ratheiser et al.,

1991]. Chez le rat nouveau-né, l’inhibition de la β-oxydation par le 4-pentanoate 9 induit

une forte hypoglycémie [Pégorier et al., 1977].

De même, chez l’homme, la déficience en certaines enzymes impliquées dans l’oxy-

dation mitochondriale des acides gras comme la MCAD 10 se manifeste par une forte

hypoglycémie au cours du jeûne [Stanley, 1987]. Ces exemples illustrent bien l’impor-

tance de l’oxydation mitochondriale des acides gras dans le soutien énergétique de la

production hépatique de glucose.

Les aspects de régulation de la néoglucogénèse seront abordés dans le paragraphe

Régulation du métabolisme périnatal, page 27.

2.2.2.3 L’oxydation des acides gras alimentaires

Devenir des triglycérides du lait Les triglycérides du lait ne sont pas utilisables

sous leur forme estérifiée. Chez le rat, l’hydrolyse des triglycérides sous formes d’acides

gras est réalisée par différentes lipases (lipase linguale, lipase gastrique, lipase pancréa-

tique) [revue dans Girard et al., 1992]. L’importance relative de ces lipases chez la souris

n’est pas connue. Différentes classes d’acides gras (à châıne courte, moyenne, longue 11)

sont présentes dans le lait. Les acides gras à châıne courte et moyenne sont vraisembla-

8. Carnitine Palmitoyl Transférase-1, une enzyme indispensable à l’oxydation mitochondriale des
acides gras, voir Figure 4 p.23

9. le 4-pentanoate inhibe les deshydrogénases de l’hélice de Lynen, notamment l’acyl-CoA deshydro-
génase et la β—hydroxyacyl-CoA deshydrogénase, voir Figure 4 p.23

10. Medium Chain Acyl-CoA Deshydrogénase
11. châıne courte : 4 à 6 carbones ; châıne moyenne : 8 à 10 ; châıne longue : 12 à 20 ; très longue

châıne : plus de 20
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blement absorbés dans l’estomac et circulent donc sous forme d’acides gras non estérifiés,

les rendant directement disponibles pour le foie via la veine porte [Aw et Grigor, 1980].

Les acides gras à châıne longue (la classe majoritaire, voir Table 3) sont absorbés dans

l’intestin grêle, estérifiés sous forme de triglycérides puis sécrétés dans le système lym-

phatique sous forme de chylomicrons [Aw et Grigor, 1980].

Transport et activation des acides gras Les chylomicrons ayant rejoint le système

sanguin sont une source d’acides gras libres sous l’effet de la lipase hépatique. L’entrée

des acides gras dans l’hépatocyte est un processus dont les mécanismes sont controversés.

En plus de l’hypothèse d’une diffusion transmembrannaire passive, plusieurs protéines

semblent impliquées [revue dans Hui et Bernlohr, 1997], notamment la FATP 12 [Schaffer

et Lodish, 1994], la FABPpm 13 [Abumrad et al., 1993], CD36, le récepteur à l’albumine

(les acides gras libres circulants étant liés à l’albumine sanguine) [Weisiger et al., 1981 ;

Ockner et al., 1983]. Dans le cytoplasme, les acides gras sont liés à une protéine de

transport, FABP-L 14 ou FABP1 dans l’hépatocyte, qui permet de protéger la cellule

contre la toxicité des acides gras libre et faciliter leur adressage intracellulaire [revue

dans Bernlohr et al., 1997].

Les acides gras libres intracellulaires sont ensuite « activés » sous forme d’acyl-CoA,

une réaction catalysée par l’ACS 15. Les acides gras à châıne courte ou moyenne, ne né-

cessitant pas de système de transport mitochondrial (ils diffusent librement à travers la

membrane), sont activés directement dans la matrice mitochondriale par la short-chain

ACS et la medium-chain ACS, respectivement. Les acides gras à châıne longue sont acti-

vés dans le cytoplasme par des long-chain ACS : ACS-1 dans le réticulum endoplasmique,

ACS-4 dans les peroxysomes et ACS-5 dans la membrane mitochondriale externe [Lewin

et al., 2001].

Les acides gras à châıne longue sont importés dans la matrice mitochondriale par un

système en trois étapes [revue dans Ramsay et al., 2001] :

– dans la membrane externe, la Carnitine Palmitoyl Transférase 1 (CPT-1L ou CPT-

1A dans le foie) catalyse la fixation de l’acyl-CoA à la carnitine formant ainsi

l’acyl-carnitine ;

– la Carnitine-Acylcarnitine Translocase assure l’échange entre la carnitine libre et

l’acyl-carnitine dans l’espace intermembranaire ;

12. Fatty Acid Transport Protein
13. plasma membrane Fatty Acid Binding Protein
14. Fatty Acid Binding Protein
15. Acyl-CoA Synthétase
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– la CPT-2, dans la membrane mitochondriale interne, libère la carnitine et catalyse

la reformation de l’Acyl-CoA dans la matrice mitochondriale à partir du CoA-SH

intramitochondrial.

La β-oxydation mitochondriale L’oxydation des acides gras a châıne courte, moyen-

ne et longue a lieu essentiellement 16 dans la matrice mitochondriale (Figure 4). Les acides

gras a châıne très longue (plus de 20 carbones) ne pouvant pas entrer dans la matrice

sont partiellement oxydés par l’ACO 17 dans les peroxysomes en acides gras à châıne

moyenne dont l’oxydation se termine dans la mitochondrie.

L’oxydation des acides gras se décompose en cycles de quatre réactions (hélice de Lynen),

catalysées par quatre classes d’enzymes distinctes (acyl-CoA deshydrogénase, crotonase,

β-hydroxyacyl-CoA deshydrogénase, β-cétothiolase) 18. Chaque cycle raccourcit l’acyl-

CoA de deux carbones et produit un acétyl-CoA, 1 NADH+H+ et 1 FADH2 [revue dans

Eaton et al., 1996].

Le bilan de l’oxydation complète d’un acide gras à n carbones (Cn) est le suivant :

(
n

2
− 1) NADH + H+

(
n

2
− 1) FADH2

n

2
Acétyl-CoA

1 AMP

2 Pi

−1 ATP

16. une partie des acides gras à chaine longue peut être oxydée dans les peroxysomes [revue dans
Debeer et Mannaerts, 1983]

17. Acyl-CoA Oxydase
18. il existe quatre isoformes de l’acyl-CoA deshydrogénase, selon la longueur de l’acyl-CoA, de même

il existe deux isoformes de la β-hydroxyacyl-CoA deshydrogénase
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déshydrogénase

αcétoglutatate

déshydrogénase

succinate thiokinase

succinate

deshydrogénase

fumarase

malate
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Le cycle de Krebs La β-oxydation des acides gras produit une grande quantité

d’acétyl-CoA. L’acétyl-CoA est métabolisé dans le cycle de Krebs [Krebs, 1948] ou cycle

des acides tricarboxyliques. Le cycle de Krebs comporte 8 réactions qui se déroulent dans

la matrice mitochondriale (Figure 5). Schématiquement, le principe du cycle de Krebs

est :

– la formation du citrate (6 carbones) par condensation d’acétyl-CoA et d’oxaloacé-

tate ;

– la décarboxylation du citrate en succinate ;

– la régénération de l’oxaloacétate par réduction.

L’oxaloacétate peut être recyclé et condensé avec un autre acétyl-CoA. Ainsi, l’acti-

vité du cycle de Krebs est partiellement dépendante de la quantité d’oxaloacétate dis-

ponible. Le bilan net du cycle de Krebs à partir d’un acétyl-CoA est le suivant :

3 NADH + H+

1 GTP

1 FADH2

2 CO2

La châıne respiratoire mitochondriale L’oxydation des acides gras puis le cycle de

Krebs permettent la production d’une grande quantité de coenzymes réduits (FADH2,

NADH+H+). Ces coenzymes sont réoxydés dans la châıne respiratoire mitochondriale,

un ensemble de réactions de transfert d’électrons mettant en jeu plusieurs complexes

protéiques situés dans la membrane mitochondriale interne. Le principe de la châıne res-

piratoire mitochondriale est la création d’un gradient électrochimique de protons entre

la matrice et l’espace intermembrannaire mitochondrial, à partir de l’énergie des protons

du FADH2 et du NADH+H+. Le dioxygène joue le rôle d’accepteur final d’électrons.

Le potentiel transmembrannaire ainsi créé est la « source d’énergie » de l’ATP syn-

thase mitochondriale qui catalyse la formation d’ATP à partir d’ADP et de phosphate

inorganique (Figure 6).
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acétyl-CoA
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2.2.2.4 La cétogénèse hépatique

La cétogénèse dérivée de l’oxydation des acides gras Dans les situations de jeûne

prolongé, ou au cours de l’allaitement, lorsque la seule source énergétique est l’oxydation

des acides gras, il y a production d’une grande quantité d’acétyl-CoA qui dépasse les

capacités du cycle de Krebs (la quantité d’oxaloacétate disponible limite les capacités

du cycle, d’autant plus que celui-ci est utilisé dans la voie de la néoglucogénèse). La

cétogénèse permet de convertir l’acétyl-CoA excédentaire en substrats énergétiques, les

corps cétoniques : acétoacéate, D-β-hydroxybutyrate et acétone. La cétogenèse à lieu

dans la matrice mitochondriale et fait intervenir quatre enzymes (Figure 7). L’activité

cétogénique dépend de la quantité d’acétyl-CoA et de la quantité de mHMG-CoA syn-

thase 19.

Les corps cétoniques, substrats énergétiques Les corps cétoniques (D-β-hydroxy-

butyrate et acétoacétate, l’acétone, étant très volatil, est expiré par les poumons) re-

joignent la circulation sanguine et sont transportés vers des organes utilisateurs (muscle

strié squelettique, coeur, cerveau, cortex rénal essentiellement). Le D-β-hydroxybutyrate

est reconverti en acétoacétate par la D-β-hydroxybutyrate deshydrogénase. La succinyl-

CoA 3 ketoacid CoA transférase (SCOT) active l’acétoacétate en acétoacétyl-CoA qui

est ensuite converti en acétyl-CoA par l’enzyme thiolase. L’acétyl-CoA est utilisé dans

le cycle de Krebs.

Ainsi, la cétonémie (concentration sanguine en corps cétoniques totaux, D-β-hydroxy-

butyrate et acétoacétate) est le reflet de la production de corps cétoniques et leur utilisa-

tion périphérique, la première étant physiologiquement liée au flux d’oxydation des acides

gras. La concentration circulante de D-β-hydroxybutyrate augmente au cours de l’allai-

tement et du jeûne alors qu’elle est faible chez la souris adulte nourrie [Hondares et al.,

2010]. Outre sa dépendance au glucose via la néoglucogénèse hépatique, le souriceau

nouveau-né semble également dépendant de l’énergie fournie par les corps cétoniques.

En effet, des animaux n’exprimant pas SCOT ne survivent pas [Cotter et al., 2011].

La naissance et le jeûne sont des situations de modifications alimentaires impor-

tantes. Le passage d’une alimentation riche en glucides (alimentation materno-fœtale,

alimentation « de laboratoire ») à une alimentation hyperlipidique pauvre en glucides

(lait maternel, situation de jeûne et de lipolyse) s’accompagne d’une adaptation métabo-

lique afin d’utiliser au mieux les substrats énergétiques disponibles. Cette adaptation est

finement contrôlée par le niveau et l’activité de protéines spécifiques soit secondairement

19. Hydroxyméthylglutaryl-CoA synthétase mitochondriale, Figure 7
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à des modifications post traductionnelles (phosphorylations, glycosylation, acylation...)

soit à plus long terme, par la modulation de l’expression des gènes codant ces protéines,

eux mêmes sous le contrôle de facteurs de transcription.

2.3 Régulation nutritionnelle et hormonale du métabolis-

me hépatique

2.3.1 Régulation du métabolisme périnatal

2.3.1.1 L’induction de la néoglucogenèse

Régulation de la pyruvate carboxylase La pyruvate carboxylase (PC) est contrô-

lée de façon post-traductionnelle par l’acétyl-CoA, un activateur allostérique. Chez le

rat, il existe aussi un contrôle transcriptionnel de son expression : elle augmente dès la

naissance et atteint un maximum dans la première semaine de vie post-natale [Jitrapak-

dee et al., 1998]. Cette augmentation des messagers s’accompagne d’une augmentation

son activité enzymatique [Yeung et al., 1967 ; Ballard et Hanson, 1967]. S’il est connu que

l’augmentation du glucagon et des corticöıdes au cours du jeûne induisent l’expression de

la PC, les mécanismes moléculaires de sa régulation hépatique au cours de l’allaitement

sont peu connus [revue dans Jitrapakdee et Wallace, 1999].

Régulation de PEPCK La naissance a un effet rapide sur les niveaux circulants des

hormones pancréatiques dans les minutes qui suivent la naissance : baisse de l’insulinémie,

augmentation de la glucagonémie (chez le rat [Girard et Ferré, 1982], également chez la

souris [Bossard, P. communication personnelle] (Figure 8)).

Ces modifications hormonales ne seraient pas dues aux changements nutritionnels

accompagnant la naissance (diminution de la glycémie) mais à l’augmentation de la

sécrétion d’adrénaline et de noradrénaline causée par le stress de la naissance : hypoxie

transitoire, hypothermie relative, délivrance et dissociation des circulations maternelle

et fœtale [Girard et Ferré, 1982].

Ces hormones, les catécholamines, inhibent la sécrétion d’insuline et augmentent

celle de glucagon [Girard et al., 1973a]. Cet environnement hormonal est à l’origine

de l’augmentation de l’expression de la PEPCK, l’insuline étant un inhibiteur de son

expression [Sasaki et al., 1984], tandis que le glucagon via le messager intracellulaire

AMPc est un activateur. En effet, après la naissance, l’augmentation de la concentration

intracellulaire en AMPc est correlée à une augmentation de l’expression et de l’activité de

PEPCK [revue dans Girard, 1989] et cette augmentation d’activité après la naissance est
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en partie responsable de l’augmentation de la production hépatique de glucose [Girard

et al., 1973b].

La PEPCK est induite in vitro par les glucocorticöıdes [Sasaki et al., 1984], dont

les concentrations sanguines augmentent au cours de l’allaitement [revue dans Girard

et al., 1992]. Le décalage entre l’augmentation de la production de glucose (quelques

heures suivant la naissance) et l’augmentation de la concentration sanguine de cortico-

stérone (quelques jours) suggère que la pertinence physiologique de cette régulation est

incertaine.

Les mécanismes liant l’AMPc , les glucocorticöıdes et l’expression de la PEPCK ont

été élucidés plus récemment (in vitro et au cours du jeûne in vivo), notamment en ce

qui concerne le rôle de PGC-1α 20. PGC-1α est un coactivateur transcriptionnel dont

l’expression est réprimée par l’insuline et induite par le glucagon (via l’AMPc) [Yoon

et al., 2001]. PGC-1α contribue à l’activation de l’expression de PEPCK par l’AMPc via

la coactivation du récepteur aux glucocorticöıdes (GR) et du récepteur nucléaire HNF-

4α [Yoon et al., 2001]. Cependant, la PEPCK est inductible par les glucocorticöıdes et

l’AMPc en absence de PGC-1α [Herzog et al., 2004], suggérant que le contrôle hormonal

de l’expression de PEPCK est multifactoriel et redondant.

Régulation de la fructose-1,6-bisphosphatase Il y a peu de données concernant

la régulation de la fructose-1,6-bisphosphatase au cours de l’allaitement. Son activité

augmente dès la naissance chez la souris [Saxena et al., 1984]. Chez le chien, l’expres-

sion de son messager augmente au cours de l’allaitement, pendant le jeûne, et est ré-

primée par l’insuline [Feng et al., 1997] ; chez le lapin, son activité augmente égale-

ment au cours du jeûne [Pontremoli et al., 1974]. Il existe également une régulation

post-traductionnelle de cette enzyme. Le fructose-2,6-bisphosphate, un inhibiteur de la

fructose-1,6-bisphosphatase, diminue au cours du jeûne et en présence de glucagon. La

phosphorylation PKA 21-dépendante de la fructose-1,6-bisphosphate la désensibilise à

son inhibiteur [revue dans Hers et Van Schaftingen, 1982].

Régulation de la glucose-6-phosphatase La glucose-6-phosphatase (G-6-Pase) est

une enzyme clé de la néoglucogénèse (et de l’export de glucose, la déphosphorylation du

glucose étant indispensable pour sa libération dans la circulation sanguine). Chez le porc

et le rat, son expression augmente rapidement après la naissance [Robinson et al., 1981 ;

Grün et Heyne, 1982 ; Chatelain et al., 1998]. Les mécanismes moléculaires permettant

20. PPAR Gamma Coactivator 1 α

21. Protein Kinase A
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son expression ne sont pas parfaitement connus. Cependant, la G-6-Pase est induite en

présence d’AMPc dans des hépatocytes de rat allaité, suggérant que le glucagon sécrété

après la naissance est un potentiel inducteur de cette enzyme [Chatelain et al., 1998].

L’induction post-natale de la capacité néoglucogénique du foie est donc rendue possible

par l’augmentation de l’expression et de l’activité des enzymes clés de cette voie méta-

bolique, via des mécanismes de régulation dépendants des nutriments et des hormones,

afin d’adapter l’expression des gènes aux besoins nutritionnels de l’organisme.

2.3.1.2 Contrôle de l’oxydation des acides gras et de la cétogenèse

Peu de temps après la naissance, les niveaux circulants d’acides gras d’origine alimen-

taire augmentent fortement. Cette augmentation s’accompagne d’une oxydation accrue

des acides gras permettant d’assurer les besoins énergétiques du nouveau-né. Au cours

de l’allaitement, la capacité oxydative du foie est dépendante de l’abondance des acides

gras et de la quantité d’enzymes de transport et d’oxydation mitochondriale.

L’import des acides gras dans l’hépatocyte est vraisemblablement dose-dépendant

[Zammit, 1984], indépendant de l’environnement hormonal et non limitant [Van Harken

et al., 1969 ; Heimberg et al., 1969]. Chez le rat, les Acyl-CoA Synthases réalisant l’acti-

vation des acides gras en acyl-CoA ont leur expression augmentée mais cette étape n’est

pas limitante [Ferré et al., 1983].

L’expression des enzymes de l’hélice de Lynen augmente également après la naissance

[revue dans Girard et al., 1992].

Régulation de la CPT-1 La CPT-1 est considérée comme catalysant l’étape limi-

tante de l’oxydation mitochondriale des acides gras (l’entrée des acides gras a châıne

longue dans la mitochondrie), ce qui en fait un point clé de régulation [revue dans Mc-

Garry et al., 1989]. Chez le rat, l’expression et l’activité de cette enzyme augmentent

peu de temps après la naissance [Prip-Buus et al., 1995], ce qui est corrélé d’une part

à l’augmentation des concentrations circulantes d’acides gras, d’autre part à la quan-

tité d’acides gras oxydés. Cette augmentation est médiée par le glucagon via l’AMPc :

l’augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc active la protéine kinase A

qui phosphoryle CREB (cAMP Response Element Binding) et permet sa liaison à l’élé-

ment CRE (cAMP Response Element) du promoteur de CPT-1 [Louet et al., 2002]. Le

coactivateur PGC-1α semble également participer à l’induction de la CPT-1 par l’AMPc

[Louet et al., 2002].

L’expression de la CPT-1 est également induite par les acides gras [Chatelain et al.,
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1996] par un mécanisme indépendant de PPARα [Louet et al., 2001 ; Le May et al., 2005]

(voir Figure 2.3.1.2 p.30) sans que les mécanismes moléculaires en jeu soient élucidés.

La CPT-1 est enfin contrôlée de façon post-traductionnelle par son inhibiteur phy-

siologique, le malonyl-CoA. Le malonyl-CoA est un intermédiaire de la lipogénèse 22.

Ainsi, en présence de glucose comme dans les situations post-prandiales, l’augmentation

de la concentration intracellulaire de malonyl-CoA inhibe le transport mitochondrial des

acides gras et par conséquent leur oxydation, permettant de favoriser l’utilisation du

glucose aux dépens des acides gras. Au cours de l’allaitement, la lipogenèse hépatique

est inactive et les concentrations de malonyl-CoA faibles [Prip-Buus et al., 1990]. De

plus, la sensibilité de la CPT-1 au malonyl-CoA est diminuée en présence de glucagon et

d’AMPc [Pégorier et al., 1989]. Pour ces deux raisons, la CPT-1 a une activité maximale

au cours de l’allaitement.

Régulation de la cétogénèse La cétogénèse dépend essentiellement de la dispo-

nibilité relative en acétyl-CoA et en oxaloacétate. C’est en effet l’augmentation de la

production d’acétyl-CoA par l’oxydation des acides gras et la disponibilité limitée en

oxaloacétate qui est à l’origine de la cétogénèse au cours de l’allaitement ou du jeûne.

Toutefois, la mHMG-CoA synthase (Figure 7) est contrôlée transcriptionnellement par

PPARα [Kersten et al., 1999 ; Le May et al., 2000] ce qui permet l’augmentation des

capacités cétogéniques du foie au cours de l’allaitement ou du jeûne. L’expression de

la mHMG-CoA synthase augmente au cours de l’allaitement [Thumelin et al., 1993].

La mHMG-CoA synthase est aussi contrôlée par un processus de succinylation via le

succinyl-CoA [Lowe et Tubbs, 1985] dont la concentration diminue en présence de glu-

cagon [Siess et al., 1980]. Cependant, la participation du succinyl-CoA à la régulation

de la cétogénèse dans un contexte physiologique n’est pas connue.

Rôle de PPARα PPARα est un récepteur nucléaire relayant l’effet transcriptionnel

des acides gras [revue dans Pégorier, 2008]. Il est activé par des ligands de nature lipi-

dique : acides gras à châıne longue polyinsaturés et leurs dérivés 23, abondants dans le

lait.

Le récepteur nucléaire PPARα est classiquement impliqué dans le contrôle de l’ex-

pression des gènes du transport des acides gras (FATP, FABP, CPT-1), de leur oxydation

(ACO, MCAD) et de la cétogénèse (HMG-CoA synthase mitochondriale) [Kersten et al.,

22. la synthèse d’acides gras à partir d’acétyl-CoA issu de la glycolyse, voir Figure 9 p.32
23. notamment des acyls-CoA, eicosanöıdes (leukotriène B4, prostaglandines), [Kliewer et al., 1997 ;

Krey et al., 1997 ; Forman et al., 1996] ; un ligand endogène a été caractérisé récemment par Chakravarthy
et al. [2009], le 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine
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1999]. PPARα s’exprime majoritairement dans le foie, le rein, le tractus digestif. Chez le

rat, l’expression de PPARα augmente au cours de l’allaitement [Panadero et al., 2000].

Des résultats similaires sont observés chez la souris (voir Figure 20 p.55). Il est vraisem-

blable que l’augmentation de l’expression de PPARα et de ses ligands soit au moins en

partie responsable de l’augmentation de l’oxydation des acides gras et de la cétogenèse

au cours de l’allaitement.

Les données concernant l’expression des enzymes contrôlées par PPARα dans un

modèle d’invalidation au cours de l’allaitement sont inexistantes. Cependant, un modèle

de souris totalement invalidé pour ce récepteur ne présente pas de phénotype métabo-

lique particulier (les auteurs ne signalent pas un défaut de survie avant le sevrage) [Lee

et al., 1995]. En revanche, les souris adultes sont hypoglycémiques, hypocétonémiques et

ont des niveaux circulants d’acides gras libres augmentés lors du jeûne, alors que l’ex-

pression de la CPT-1 est comparable à celle mesurée dans les souris sauvages [Kersten

et al., 1999 ; Leone et al., 1999]. La diminution de l’oxydation des acides gras (qu’ils

soient a châıne moyenne ou longue) est consécutive a l’accumulation d’acétyl-CoA, pro-

duit de la β-oxydation mitochondriale et inhibiteur des acyl-CoA-deshydrogénases (voir

Figure 4 p.23). Cette accumulation est due à la diminution de l’enzyme régulatrice de

la cétogénèse et cible de PPARα, la mHMG-CoA synthase, qui normalement utilise

l’acétyl-CoA excédentaire 24 pour la formation de corps cétoniques [Le May et al., 2000].

La diminution de l’oxydation des acides gras explique l’hypoglycémie qui en est énergé-

tiquement dépendante (voir 2.2.2.2 p.21).

L’absence de phénotype métabolique au cours de l’allaitement suggère que le récep-

teur PPARα n’est pas totalement indispensable à l’oxydation des acides gras pendant

cette période :

– l’expression basale des enzymes du catabolisme des acides gras est suffisant pour

assurer l’apport énergétique nécessaire à la néoglucogenèse ;

– l’induction de l’expression de ces gènes par les acides gras est médiée en partie par

d’autres effecteurs 25 ;

Ces deux hypothèses ne sont pas mutuellement exclusives, et on peut supposer que

la dépendance des gènes de l’oxydation des acides gras vis-à-vis de PPARα soit moindre

chez le nouveau-né que chez l’adulte.

24. par rapport à la capacité du cycle de Krebs, voir Figure 5 p.24
25. cela a été montré chez la souris adulte en ce qui concerne l’expression de la CPT-1 [Le May et al.,

2000, 2005]
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2.4 Adaptations nutritionnelles au cours du sevrage ou de

la réalimentation

Chez les mammifères, le sevrage se caractérise par le début d’une alimentation mixte :

lait maternel et nourriture solide. Progressivement, la consommation de lait diminue et

le régime se rapproche de celui d’un adulte. Que ce soit à l’état naturel ou avec un

régime de laboratoire, chez les petits rongeurs, l’alimentation au cours du sevrage est

généralement plus riche en glucides que le lait maternel qui en contient peu.

Cette situation métabolique est très comparable à la transition jeûne-réalimentation :

au jeûne, le métabolisme hépatique consiste à oxyder des acides gras (cette fois issus

des réserves adipeuses) et à produire du glucose 26, alors que la réalimentation apporte

des glucides. Les mécanismes permettent d’adapter le métabolisme à ces changements

nutritionnels seront brièvement abordés.

2.4.1 Conséquences de l’introduction d’une alimentation mixte

La conséquence directe de l’augmentation de la proportion de glucides dans l’alimen-

tation est l’augmentation de la sécrétion d’insuline et la diminution de la sécrétion de

glucagon (Figure 8 p. 26) en réponse à l’augmentation de la glycémie (le sevrage sur

un régime riche en lipides et pauvres en glucides n’entraine pas de modifications hor-

monales chez le rat [revue dans Girard et al., 1992]). Les modifications hormonales sont

donc directement liées à des modifications alimentaires.

2.4.2 Adaptation du métabolisme hépatique au cours de la transition

allaitement-sevrage

L’insuline sécrétée en réponse au glucose est un inhibiteur de la PEPCK [Sasaki et al.,

1984]. Il y a donc une diminution de la production hépatique de glucose [revue dans

Girard et al., 1992] d’une part, mais également une augmentation des voies d’utilisation

du glucose : glycolyse, lipogenèse, glycogénogénèse.

2.4.2.1 Glycolyse et lipogenèse

L’augmentation de la disponibilité en glucose et, par conséquent, en insuline, induit

l’expression de gènes clés de la glycolyse (Figure 9), Glucokinase (GK), Pyruvate Kinase

hépatique (L-PK pour Liver Pyruvate Kinase) et de la lipogenèse, ATP citrate lyase,

26. l’utilisation des substrats glucoformateurs chez l’adulte à jeun est répartie différemment : acides
aminés, glycérol issu de la lipolyse dans le tissu adipeux, lactate (Figure 2 p.20)
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Acyl-CoA carboxylase (ACC), Fatty Acid Synthase (FAS). Deux facteurs de transcrip-

tion sont classiquement décrits comme les relais transcriptionnels de l’insuline et du

glucose, respectivement SREBP-1c (Sterol Responsive Element Binding Protein-1c) et

ChREBP (Carbohydrate Responsive Element Binding Protein) [revue dans Dentin et al.,

2005]. Le glucose-6-phosphate, premier intermédiaire de la glycolyse et produit de la glu-

cokinase, permet la translocation nucléaire de ChREBP [Dentin et al., 2012], et l’induc-

tion des gènes de la pyruvate kinase hépatique, de l’ACC et de la FAS. L’insuline, via la

liaison à son récepteur et la cascade de signalisation sous-jacente, déclenche le clivage de

SREBP-1c, alors séquestré dans le réticulum endoplasmique, et permet son entrée dans

le noyau et l’expression de ses gènes cibles : glucokinase, ACC, FAS [revue dans Dentin

et al., 2005 ; Hegarty et al., 2005]. L’adaptation du programme transcriptionnel permet

la mise en place de la glycolyse et de la lipogénèse, qui conduit à la synthèse d’acides

gras à châıne longue qui, après estérification, seront stockés dans le tissu adipeux sous

la forme de triglycérides.

Outre les régulations au niveau transcriptionnel, le sevrage se caractérise par une

diminution de l’oxydation des acides gras, associé à une diminution de l’expression et de

l’activité de la CPT-1 [revue dans Girard et al., 1992]. Le mécanisme en jeu est davantage

lié à une augmentation de la sensibilité de la CPT-1 à son inhibiteur physiologique, le

malonyl-CoA, qu’a une augmentation de sa concentration [Decaux et al., 1988].

2.4.2.2 Glycogénogénèse

La glycogénogénèse est la formation de glycogène, un polymère de réserve de glucose

stocké dans les hépatocytes 27. Le glycogène est formé à partir du glucose-6-phosphate,

converti en glucose-1-phosphate puis en UDP-glucose. Ce dernier est ajouté à la châıne

de glycogène par la glycogène synthase (GS) (Figure 9). La régulation de la glycogéno-

génèse est essentiellement post-traductionnelle : le glucose-6-phosphate est un activateur

allostérique de la GS ; la signalisation de l’insuline permet également l’activation de la

GS via un jeu de phosphorylations qui ne sera pas détaillé [revue dans Radziuk et Pye,

2001].

Au cours du sevrage s’installe un rythme alimentaire, basé sur le rythme nycthéméral,

où se succèdent des périodes post-prandiales pendant lesquelles le glucose excédentaire

est stocké sous forme de glycogène et de triglycérides via la lipogénèse, et des périodes

27. le muscle squelettique stocke également du glucose sous forme de glycogène, mais à la différence
du foie, le muscle n’exporte pas de glucose dans la circulation dans des situations de jeûne (pas de
glucose-6-phosphatase)
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post-absorptives où le foie libère du glucose issu de la glycogénolyse puis produit du

glucose de novo (néoglucogénèse) lorsque le glycogène hépatique est épuisé.

L’adaptation du métabolisme en fonction de la situation nutritionnelle est donc d’une

importance primordiale pour les organismes vivants. Les facteurs de transcription sont le

lien dynamique entre le milieu extérieur et l’expression des gènes permettant de s’adapter

à l’environnement. Parmi les facteurs de transcription, les récepteurs nucléaires sont

particulièrement intéressants par leur mode de fonctionnement et les nombreux processus

dans lesquels ils sont impliqués.
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3 Le récepteur nucléaire

COUP-TFII

3.1 Les récepteurs nucléaires

3.1.1 Généralités

Les récepteurs dits « nucléaires » (on les distingue des récepteurs membranaires car ils

sont solubles) constituent une superfamille de facteurs de transcription. Ils sont impliqués

dans de très nombreux processus de développement, de métabolisme, de différenciation,

de reproduction, etc. en contrôlant l’expression de leurs gènes cibles via la fixation sur

l’ADN.

Structurellement, les récepteurs nucléaires comportent un domaine de liaison du li-

gand (LBD, Ligand Binding Domain) et un domaine de liaison à l’ADN (DBD, DNA

Binding Domain) de type doigt de zinc. Ces deux domaines structuraux et fonctionnels

sont conservés et caractéristiques des récepteurs nucléaires. Dans la plupart des cas, les

récepteurs nucléaires modulent l’expression des gènes cibles secondairement à la fixation

d’un ligand. La nature des ligands des récepteurs nucléaires est variable : hormones (œs-

trogène, corticöıdes, progestérone, etc), acides biliaires, vitamine D, acides rétinöıques,

acides gras, etc [Sladek, 2011]. L’existence d’un ligand capable d’activer un récepteur

nucléaire n’est cependant pas systématique. Ainsi, on peut définir trois grandes familles

de récepteurs nucléaires :

– les récepteurs nucléaires endocriniens, pour lesquels il existe un ligand de forte

affinité (par exemple le récepteur à la vitamine D, VDR) ;

– les récepteurs nucléaires adoptés, ayant un ligand endogène de moyenne ou faible

affinité (par exemple PPARα) ;

– les récepteurs nucléaires orphelins pour lesquels il n’existe pas de ligand endogène

caractérisé (par exemple COUP-TFII 1).

1. Chicken Ovalbumin Upstream Promoter, Transcription Factor 2, voir 3.2 p.38
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Figure 11 – Structure des récepteurs nucléaires et structure du domaine de liaison à l’ADN
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a – Structure générale des récepteurs nucléaires ; détail du domaine de liaison à l’ADN de PPARα. En
bleu, résidus importants dans la reconnaissance et la spécificité de liaison à l’ADN (P-box ) ; en rouge,
résidus impliqués dans l’interaction protéine-phosphates et la dimérisation des domaines de liaison à
l’ADN (D-box ) ; adapté de Pégorier [2008]

b – Structure tridimensionnelle d’un domaine de liaison à l’ADN de type « doigt de zinc » ; les cystéines
en coordination avec le Zn++ sont représentées en bleu et orange



Introduction

Les récepteurs nucléaires orphelins représentent près de la moitié des récepteurs nu-

cléaires. Leur ligand, s’il existe, est inconnu. Il y a plusieurs faits expliquant l’existence

de récepteurs nucléaires orphelins :

– la structure du récepteur ne comporte pas de poche de liaison du ligand (par

exemple NURR1 2 [Wang et al., 2003]) ;

– le récepteur est constitutivement actif même en absence de ligand (par exemple

CAR 3 [revue dans Kachaylo et al., 2011], ERRγ 4 [Greschik et al., 2002]) ;

– le récepteur possède en fait un ligand constitutif théoriquement 5 indissociable du

récepteur (par exemple HNF-4γ 6 [Wisely et al., 2002]) ;

– le récepteur module son activité en réponse à la fixation d’un ligand mais celui ci

n’est pas caractérisé.

Il est intéressant de noter que la nature et l’existence du ligand est indépendante de

la position du récepteur nucléaire dans la phylogénie. Ceci suggère que la capacité de

liaison d’un ligand est une propriété acquise de façon indépendante (Figure 10).

3.1.2 Structure des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaire sont organisés fonctionnellement en cinq domaines [revue

dans Tsai et O’Malley, 1994 ; Robinson-Rechavi et al., 2003] (Figure 11a) :

– le domaine N-terminal A/B, le plus variable en séquence et en longueur, contient

une région de transactivation (AF-1, pour Activation Function 1 ) indépendante

du ligand responsable de l’activation transcriptionnelle des gènes cibles en inter-

agissant avec des coactivateurs, transactivateurs, et protéines de la machinerie

transcriptionnelle ;

– le domaine C contient le domaine de liaison a l’ADN (DBD, pour DNA Binding

Domain, Figure 11b) ; ce domaine est composé de deux doigts de zinc, impliqués

dans l’interaction avec l’ADN et la dimérisation éventuelle du récepteur nucléaire ;

– le domaine D est une petite région variable dite « charnière » ; elle confère de la

flexibilité à la protéine et peut contenir des signaux de localisation nucléaire ou un

domaine de transactivation ;

– le domaine E contient le domaine de liaison du ligand (LBD, pour Ligand Bin-

ding Domain), mais est également impliqué dans la dimérisation du récepteur ;

2. Nuclear Receptor Related 1
3. Constitutive Androstane Receptor
4. Estrogen-Related Receptor γ

5. présence systématique du ligand dans la poche de liaison du ligand par cristallographie
6. Hepatic Nuclear Factor-4 γ
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Figure 12 – Fonctionnement des récepteurs nucléaires. En absence de ligand, le récepteur nucléaire est
associé à un complexe multiprotéique qui maintient l’ADN dans une conformation fermée (inaccessible
à la fixation des éléments régulateurs en raison de la présence d’une activité histone-désacétylase dans
le complexe corépresseur). La fixation d’un ligand entrâıne le déplacement du complexe corépresseur et
favorise le recrutement d’un complexe coactivateur de transcription qui provoque un remodelage de la
chromatine la rendant accessible aux facteurs de transcription (secondairement à l’acétylation des histones
par des protéines de la famille des histones acétyl transférases).



Introduction

il contient également un élément AF-2 responsable de la transactivation ligand-

dépendante ;

– le domaine F, en C-terminal, est de petite taille, variable en longueur et en séquence

et n’a pas de fonction connue.

3.1.3 Fonctionnement des récepteurs nucléaires

La fixation du ligand à son récepteur induit des changements conformationnels qui

modifient l’affinité du récepteur pour l’ADN et les interactions avec les corépresseurs

et coactivateurs de transcription, modulant ainsi l’accès à la chromatine et donc l’ex-

pression des gènes-cibles (Figure 12) [revue dans Buranapramest et Chakravarti, 2009].

Les éléments nucléotidiques impliqués dans l’interaction ADN-protéine varient selon la

nature du récepteur nucléaire (Figure 11a). Classiquement, les éléments de réponse sont

constitués de demi-sites hexanucléotidiques, monomériques, en tandem répétés (« Direct-

Repeat ») ou inversés. La variabilité de ces éléments de réponse confère une spécificité

d’interaction entre les récepteurs nucléaires et leurs gènes cibles [Nakshatri et Bhat-

Nakshatri, 1998]. Au sein de la superfamille des récepteurs nucléaires, il existe également

une variabilité selon les propriétés de dimérisation. Ainsi, plusieurs cas de figures existent

[revue dans Mangelsdorf et al., 1995] :

– les récepteurs se liant à l’ADN sous forme de monomère, comme SF-1 7

– les récepteurs se liant à l’ADN sous forme d’homodimère, comme COUP-TFII ou

HNF-4α

– les récepteurs se liant à l’ADN sous forme d’hétérodimère, le plus souvent avec

RXR 8, comme PPARα, RAR 9

L’interaction récepteur nucléaire-ADN implique un motif de huit résidus cystéine

conservés qui lient de façon coordonnée des ions Zn++. La structure du domaine de liaison

à l’ADN est relativement conservée et comporte deux hélices alpha perpendiculaires qui

interagissent avec le sillon majeur de l’ADN (Figure 11b).

Les récepteurs nucléaires ont donc des fonctions très variées, d’une part en raison de

la diversité des éléments de réponse présents sur les promoteurs de leurs gènes cibles, et

d’autre part par la nature très variable de leur ligand, lorsqu’il existe ou est caractérisé.

Parmi les récepteurs nucléaires orphelins, COUP-TFII est depuis plusieurs années le

centre d’intérêt de l’équipe au sein de laquelle cette thèse a été réalisée.

7. Steröıdogenic Factor 1
8. Retinoid « X » Receptor
9. Retinoic Acid Receptor
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à l’ADN

domaine de liaison

du ligand
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3.2 COUP-TFII : histoire et généralités

COUP-TFII (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter, Transcription Factor II ) est

une protéine de 414 acides aminés (47 kDa). C’est un récepteur nucléaire qui appartient

à la famille 2F selon la nomenclature internationale. COUP-TFII est également appelé

NR2F2 ou ARP-1 10. C’est une protéine très conservée au fil de l’évolution (Figure 13).

Historiquement, COUP a d’abord été caractérisé comme un facteur indispensable

à l’expression du gène de l’ovalbumine [Sagami et al., 1986] sans qu’on ne fasse de

distinction entre les deux membres de cette famille caractérisés à ce jour, COUP-TFI et

COUP-TFII. La forme humaine de COUP-TFI a ensuite été clonée à partir de cellules

HeLa [Wang et al., 1989]. Indépendamment, un autre groupe a caractérisé un facteur

nommé EAR-3 par homologie avec le récepteur erbA (un autre récepteur nucléaire) qui

est en fait COUP-TFI [Miyajima et al., 1988]. La première apparition de COUP-TFII,

cloné par homologie avec COUP-TFI, date de 1991 [Wang et al., 1991]. Parallèlement,

un autre groupe caractérisait COUP-TFII comme un facteur contrôlant l’expression de

l’apolipoprotéine A1, ARP-1 [Ladias et Karathanasis, 1991]. Par analogie de séquence,

COUP-TFII est classé dans la superfamille des récepteurs nucléaires activés par les

hormones stéröıdiennes et thyröıdiennes.

Des homologues de COUP-TFII ont par la suite été clonés dans plusieurs espèces

[revue dans Tsai et Tsai, 1997] :

– mCOUP-TFII chez la souris ;

– rCOUP-TFII chez le rat ;

– zCOUP-TFII ou SVP40 chez le poisson zèbre ;

– . . .

On retrouve des protéines avec une très forte homologie avec COUP-TFII (donc avec

COUP-TFI) chez les invertébrés : seven-up chez la drosophile [Mlodzik et al., 1990],

UNC-55 chez C. elegans [Zhou et Walthall, 1998], AaSvp chez un moustique (Aedes

aegypti) [Miura et al., 2002].

3.2.1 Structure du gène COUP-TFII

Chez l’homme, le gène COUP-TFII est situé dans la région q26 du chromosome 15.

Chez la souris il se trouve dans la région centrale du chromosome 7 [Qiu et al., 1995].

L’organisation génomique de COUP-TFII est fortement conservée entre l’homme et la

10. Apolipoprotein-A1 Related Protein 1
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souris : le gène comporte quatre exons et trois introns [Miyajima et al., 1988]. Le domaine

de liaison à l’ADN est entièrement codé par l’exon 2, le LBD et plus largement le domaine

E est contenu dans les exons 3 et 4. L’organisation relativement simple du gène suggère

que COUP-TFII est un membre ancestral de la famille des récepteurs nucléaires. Les

régions non codantes du gène COUP-TFII sont également fortement conservées ce qui

suggère que la régulation de son expression pourrait être similaire entre les différentes

espèces.

3.2.2 Structure de la protéine COUP-TFII

Le LBD et le DBD de COUP-TFII sont très fortement conservés au fil de l’évolu-

tion, ce qui suggère que ce récepteur nucléaire remplit une fonction biologique essentielle

(Figure 13). De plus, bien que COUP-TFII soit un récepteur orphelin, la forte conserva-

tion du LBD suggère qu’il pourrait exister un ligand physiologique. Une étude récente

de Kruse et al. [2008] a montré par cristallographie que le récepteur COUP-TFII était

dans une conformation auto-réprimée, dans laquelle l’hélice de la fonction AF-2 empêche

le recrutement de cofacteurs et l’hélice α10 se trouve dans la poche du LBD. Bien que

COUP-TFII semble avoir une activité transcriptionnelle constitutive, l’acide rétinöıque

favoriserait le recrutement de cofacteurs et potentialiserait l’activité de COUP-TFII

[Kruse et al., 2008]. Cependant, dans cette étude in vitro, les concentrations d’acide

rétinöıque employées sont supérieures aux concentrations physiologiques, suggérant que

l’acide rétinöıque n’est pas un ligand physiologique. Cette étude prouve cependant que

l’activité du récepteur COUP-TFII dépend de sa conformation, laquelle est modifiable

par la présence d’une molécule dans la poche de liaison du ligand.

3.2.3 Mécanisme d’action de COUP-TFII

COUP-TFII a été identifié par liaison sur le gène de l’ovalbumine de poulet [Pastor-

cic et al., 1986 ; Sagami et al., 1986]. Le motif identifié est constitué de deux motifs de

6 nucléotides imparfaitement répétés, séparés par un nucléotide : GTGTCA A AGGTCA. Ce

motif est typiquement un motif du type DR-1 (pour Direct Repeat 1, 1 étant le nombre

de nucléotides séparant les hexamères). In vitro, il a été montré que COUP-TFII pouvait

lier (avec des affinités différentes) des séquences répétées avec un espacement variable

(jusqu’à 12 nucléotides). COUP-TFII est capable également de lier des séquences pa-

lindromiques (d’espacement variable également), bien qu’à plus faible affinité et sans

que la pertinence physiologique ne soit avérée [Cooney et al., 1992]. In vivo, le motif de

liaison de COUP-TFII le plus fréquemment rencontré dans les promoteurs naturels est
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un élément de type DR-1. C’est par exemple le cas dans le promoteur des apolipopro-

téines humaines Apo CIII et Apo AI [Reue et al., 1988], de la lactotransferrine murine

[Nakshatri et Bhat-Nakshatri, 1998] (Figure 14).

Bien que certains récepteurs nucléaires agissent sous forme d’hétérodimères (par

exemple PPARα, TR, RAR qui dimérisent avec RXR), la capacité de COUP-TFII à

former des hétérodimères est controversée. La divergence des résultats réside proba-

blement dans la diversité des séquences d’ADN employées pour mettre en évidence la

capacité de liaison des complexes à l’ADN. En effet, si l’affinité d’un complexe protéique

pour une séquence donnée dépend de la composition de ce complexe, on peut suggérer

qu’à l’inverse, la séquence d’une sonde peut avoir une influence sur la formation et le

contenu des complexes protéiques. Ainsi, COUP-TFII peut se dimériser avec TR 11 sur

un élément de réponse palyndromique aux hormones thyröıdiennes, mais pas avec RXR

[Berrodin et al., 1992]. En revanche, COUP-TFII et RXR peuvent former des hétérodi-

mères pour contrôler l’expression de l’aldéhyde deshydrogénase 2 [Pinaire et al., 2000].

Une autre étude de Nakshatri et Chambon [1994] évoque la formation d’hétérodimères

COUP-TFII/RXR capable de lier l’élément de réponse RE3 du promoteur de CRBPII 12,

mais pas en présence de RARα, suggérant que les hétérodimères RARα/RXR sont plus

stables que les hétérodimères COUP-TFII/RXR. Il existe plusieurs autres études évo-

quant la capacité de COUP-TFII à former des hétérodimères avec RXR ou non, dans

des situations variables [revue dans Tsai et Tsai, 1997]. Alors que la plupart des études

d’interaction protéine-ADN utilisent des techniques in vitro, une étude de Butler et Par-

ker [1995] en cellules intactes a montré par des techniques de double hybride que la

formation d’homodimères de COUP-TFII est prépondérante par rapport à la formation

d’hétérodimères COUP-TFII/RXR et COUP-TFII/TR.

COUP-TFII est généralement décrit comme un répresseur transcriptionnel. Les dif-

férents mécanismes par lesquels COUP-TFII pourrait agir comme tel sont revus dans

Park et al. [2003].

– la compétition de liaison (Figure 15a) où COUP-TFII prévient la liaison à l’ADN

d’activateurs transcriptionnels se liant aux mêmes sites ;

– la répression active (Figure 15b) par laquelle COUP-TFII se lie à l’ADN et est un

répresseur de la transcription ;

– la titration de cofacteurs, notamment de RXR, un partenaire d’hétérodimérisa-

tion de nombreux récepteurs nucléaires ; (Figure 15c). Même si COUP-TFII ne

11. Thyroid hormone Receptor
12. Cellular Retinol Binding Protein II
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Figure 15 – Mécanismes d’action de COUP-TFII d’après Park et al. [2003]
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éq

u
en

ce
re

la
ti

v
e

Figure 14 – Séquence consensus de liaison de COUP-TFII, obtenue à partir des éléments de
liaison dans les promoteurs naturels des gènes cibles de COUP-TFII (d’après la base de données
pazar, http://www.pazar.info ; Portales-Casamar et al. [2009]).

semble pas former d’hétérodimères en solution, il semble pouvoir lier RXR dans

un contexte d’interaction avec l’ADN [Cooney et al., 1992].

COUP-TFII peut également agir comme activateur transcriptionnel. Dans ce contexte,

deux cas de figure sont connus.

– l’activation directe (Figure 15d) dans laquelle COUP-TFII se lie a un élément de

réponse et active l’expression de sa cible. C’est le cas notamment pour le gène de

CYP7A1, une enzyme de production des acides biliaires à partir du cholestérol

[Stroup et Chiang, 2000] ;

– l’activation indirecte, où COUP-TFII agit comme facteur accessoire et module l’ex-

pression de gènes contrôlés par d’autres récepteurs nucléaires (Figure 15e), comme

dans le contrôle de la PEPCK par HNF-4α [Hall et al., 1995].

3.3 Rôle de COUP-TFII

COUP-TFII est exprimé dans de très nombreux organes et tissus. Il a des fonctions

variées aussi bien dans des aspects de développement embryonnaire, de différenciation

cellulaire, de métabolisme, et semble même impliqué dans certains types de tumeurs

[revue dans Lin et al., 2011]. Les modèles génétiques d’invalidation totale, conditionnelle,
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constitutive ou inductible ont permis d’explorer la fonction de COUP-TFII chez la souris

d’une manière tissu-spécifique. Les paragraphes suivants sont donnés à titre d’exemple

et ne constituent pas une liste exhaustive des fonctions de COUP-TFII.

3.3.1 Profil d’expression de COUP-TFII chez la souris et chez l’homme

COUP-TFII est détectable dès 8,5 jours post cöıtum dans le mésoderme [Pereira

et al., 1999]. Le promoteur de COUP-TFII est actif dans le tube neural, la notochorde

et l’endoderme. A 15 jours post cöıtum, le promoteur est actif dans tous les tissus déri-

vés de l’endoderme [Zhang et al., 2002]. Pereira et al. [1995] ont aussi détecté une forte

expression de COUP-TFII dans les glandes salivaires, les poumons, l’oesophage, l’esto-

mac, le pancréas primordial, le rein, les gonades, la prostate, la rétine, les bourgeons

des membres à 15,5 jours post cöıtum. A l’âge adulte, COUP-TFII s’exprime dans de

nombreux tissus dont les cellules β pancréatiques [Perilhou et al., 2008b], l’hépatocyte

[Zhang et al., 2002], certains neurones de l’amygdale et du noyau ventromédian de l’hy-

pothalamus [Sabra-Makke et al., 2010]. . .

Chez l’homme, COUP-TFII s’exprime fortement dans les endothelia de nombreux or-

ganes et globalement dans les cellules mésenchymales [Suzuki et al., 2000].

3.3.2 COUP-TFII et développement

Le premier modèle d’invalidation génique ubiquitaire de COUP-TFII a permis d’éta-

blir qu’il était indispensable à la vie intra utérine. En effet, les souris COUP-TFII−/−

présentent une létalité embryonnaire totale [Pereira et al., 1999]. Ce phénotype est at-

tribué à un défaut de développement cardio-vasculaire, en raison d’une diminution de

l’expression de l’angiopöıétine 1 13 dont la conséquence directe serait un défaut de com-

partimentation du coeur et un défaut d’angiogenèse. COUP-TFII est également exprimé

différentiellement dans l’endothélium veineux et dans l’endothélium artériel. L’invalida-

tion de COUP-TFII dans l’endothélium veineux confère aux veines un phénotype artériel

via la modulation de la voie de signalisation Notch [You et al., 2005]. L’importance de

COUP-TFII dans le développement veineux mais aussi lymphatique a aussi été mis en

évidence chez le poisson zèbre [Aranguren et al., 2011].

COUP-TFII est également impliqué dans certains aspects du développement du système

nerveux central. L’invalidation dans le télencéphale conduit a un défaut de développe-

ment de l’amygdale par une diminution de l’expression de Neuropilin-1 et 2 14 [Tang

13. un facteur de croissance impliqué dans l’angiogenèse
14. des corécepteurs impliqués dans la migration axonale
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et al., 2012]. L’invalidation hétérozygote dans le système nerveux montre que COUP-

TFII contrôle la maturation post-natale du cervelet via IGF-1 [Kim et al., 2009].

Un modèle d’invalidation spécifique de COUP-TFII dans les membres embryonnaires

(Prx1-Cre) a été développé par Lee et al. [2004]. Les animaux invalidés présentent une

hypoplasie musculaires et des membres plus courts. L’invalidation de COUP-TFII dans

l’utérus entraine un avortement spontané au 10e jour de grossesse par défaut de placen-

tation (augmentation de la différenciation trophoblastique, diminution du spongiotro-

phoblaste, défaut de vascularisation) [Petit et al., 2007].

3.3.3 COUP-TFII et métabolisme énergétique

3.3.3.1 COUP-TFII et adipogenèse

Xu et al. [2008] ont été les premiers à impliquer COUP-TFII dans la régulation de

l’adipogenèse : la surexpression de COUP-TFII dans des cellules 3T3-L1 diminue leur

différenciation en adipocytes alors que l’invalidation par shRNA la favorise, par la mo-

dulation de facteurs adipogéniques précoces (C/EBPα 15) ou plus tardifs (Glut4, LPL 16,

PPARγ, etc.). Le mécanisme évoqué implique COUP-TFII dans l’adipogénèse dépen-

dante de la voie hedgehog 17. Okamura et al. [2009] ont également montré l’implication

de COUP-TFII dans la différenciation adipocitaire a partir de cellules 3T3-L1 : COUP-

TFII serait une cible positive de la voie Wnt/β-caténine et un régulateur négatif de

l’adipogenèse. Cependant, bien que le premier groupe ait montré que COUP-TFII est

exprimé dans le tissu adipeux chez la souris adulte, son implication dans l’adipogenèse

in vivo reste à démontrer.

Récemment, Li et al. [2009] ont publié une étude sur l’analyse du phénotype métabo-

lique des souris COUP-TFII+/−. Les souris invalidées à l’état hétérozygote ont moins de

tissu adipeux, lequel montre une diminution de marqueurs spécifiques comme PPARγ,

C/EBPα, LPL, etc. Les auteurs expliquent ce phénotype par le fait que, in vitro dans

des cellules 3T3-L1, COUP-TFII est un régulateur négatif de Wnt10b, lui même étant

un répresseur de l’adipogenèse. La diminution de l’adipogenèse chez ces souris explique-

rait une amélioration globale de l’homéostasie glucidique (meilleure tolérance au glucose,

augmentation de la sensibilité à l’insuline) et lipidique (diminution de la triglycéridémie),

et permettrait de protéger de l’obésité induite par un régime hyperlipidique.

15. CAAT Enhancer Binding Protein α

16. Lipoprotein Lipase
17. une voie de signalisation impliquée dans le développement et la différenciation cellulaire
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3.3.3.2 COUP-TFII dans le métabolisme musculaire

Il y a peu de données concernant le rôle de COUP-TFII dans le muscle. Une équipe

a réalisé l’invalidation de COUP-TFII et COUP-TFI dans une lignée de cellules mus-

culaires (C2C12) et a montré que des gènes de l’oxydation des acides gras (notamment

FABP3 18, CPT-1, PPARα) étaient diminués. Ils ont également observé une diminu-

tion de l’oxydation des acides gras et une augmentation de la disponibilité en ATP

[Myers et al., 2006]. Dans une étude plus récente, la même équipe a étudié les effets

de la surexpression de COUP-TFII dans la même lignée, montrant que COUP-TFII

contrôle l’expression de gènes myogéniques, de gènes codant des protéines du méta-

bolisme glucido-lipidique (notamment ACSL4 19, LIPC 20, PGC-1α, SCD1 21, UCP2 22)

ainsi que des récepteurs nucléaires (PPARγ, ROR, RXRγ, . . .)[Crowther et al., 2011].

3.3.3.3 COUP-TFII dans la cellule β

Dans le pancréas endocrine mature, COUP-TFII ne s’exprime que dans la cellule β

[Bardoux et al., 2005 ; Boutant et al., 2012b]. Un premier modèle d’invalidation condi-

tionnelle spécifique de la cellule β (souris RIP-CRE ; COUP-TFIIfl/wt) a mis en évidence

le rôle de COUP-TFII dans la sécrétion d’insuline : les animaux hétérozygotes sont in-

tolérants au glucose, sont hyperinsulinémiques à jeun et ont une sécrétion d’insuline

induite par le glucose diminuée [Bardoux et al., 2005]. Plus récemment, un nouveau mo-

dèle d’invalidation β-spécifique (souris Pdx-1-CRE ; COUP-TFIIfl/fl) a été développé.

Les animaux homozygotes sont intolérants au glucose et sécrètent moins d’insuline. De

plus, le nombre de cellules β est diminué, suggérant que COUP-TFII participe d’une

part à la fonction de la cellule β, mais également à l’installation et au maintien d’une

population cellulaire fonctionnelle [Boutant et al., 2012b]. Dans ce modèle, COUP-TFII

est impliqué dans l’activation de la voie β-caténine par le GLP-1.

3.3.4 COUP-TFII et contrôle central du métabolisme énergétique

Dans l’hypothalamus, l’expression de COUP-TFII est restreinte au noyau ventro-

médian, dans une sous population de neurones exprimant le récepteur nucléaire SF-1

[Sabra-Makke et al., 2010]. L’invalidation hétérozygote spécifique de COUP-TFII dans

ces neurones (souris COUP-TFIIfl/wt SF-1-CRE) entraine une hypersensibilité à l’in-

18. Fatty Acid Binding Protein 3, impliquée dans le transport des acides gras
19. Acyl-CoA Synthase, long-chain 5, voir 4 p. 23
20. le gène codant la lipase hépatique
21. Stearoyl-CoA Desaturase
22. UnCoupling Protein-2
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suline, une diminution de la masse grasse, une augmentation de la dépense énergétique

à prise alimentaire égale par rapport aux contrôles. De plus, ces souris ont un défaut

de contre-régulation de l’hypoglycémie, associé a un défaut de sécrétion de glucagon.

Ce phénotype de défaut de contre-régulation de l’hypoglycémie s’aggrave lors d’épi-

sodes hypoglycémiques répétés [Maritan et al., 2012, soumis]. Ces données suggèrent

que COUP-TFII participe au contrôle central du métabolisme énergétique.

3.3.5 COUP-TFII dans le métabolisme hépatique

Les données concernant le rôle de COUP-TFII dans l’hépatocyte sont peu nom-

breuses. Historiquement, COUP-TFII 23 a été isolé d’une banque d’ADN génomique

humain parce qu’il liait une sonde correspondant à la région permettant la spécificité

hépatique du promoteur de l’Apolipoprotéine AI [Ladias et Karathanasis, 1991], une apo-

lipoprotéine constituant majeur des lipoprotéines de haute densité (HDL, High Density

Lipoprotein). Dans la lignée hépatomateuse HepG2, COUP-TFII serait un répresseur de

l’expression de cette apolipoprotéine [Widom et al., 1991 ; Ge et al., 1994], il réprime

également l’expression de l’ApoCII, une apolipoprotéine des VLDL (Very Low Density

Lipoprotein) [Mietus-Snyder et al., 1992].

Une étude récente de Ma et al. [2011] place COUP-TFII au centre de la régulation du

métabolisme lipidique hépatique dans un modèle de stéatose hépatique. L’invalidation du

coactivateur SRC-3 (Steroid Receptor Coactivator 3) améliorerait la stéatose hépatique

induite par régime hyperlipidique. Selon les auteurs, l’invalidation de SRC-3 entrainerait

l’augmentation de l’activité de PPARα via la diminution de l’expression de COUP-TFII,

bien que le contrôle transcriptionnel de COUP-TFII sur PPARα ne soit pas clairement

établi in vivo.

COUP-TFII a également été caractérisé comme un régulateur positif de l’expression

de CYP7A1 (Cholesterol 7α-hydroxylase), une enzyme du catabolisme du cholestérol

[Stroup et Chiang, 2000]. Ces données suggèrent que COUP-TFII est un régulateur du

métabolisme des apolipoportéines et des lipides en général.

En ce qui concerne le métabolisme glucidique hépatique, COUP-TFII interagit avec le

récepteur aux glucocorticöıdes, GRα, et est indispensable à l’induction de la PEPCK par

les glucocorticöıdes [Hall et al., 1995 ; De Martino et al., 2004]. De plus, il a été montré

en culture primaire d’hépatocytes que COUP-TFII se liait a l’élément de réponse au

glucose de la L-Pyruvate Kinase et agit comme un élément répresseur dans la machinerie

impliquée dans la réponse au glucose [Lou et al., 1999].

23. alors appelé Arp-1, pour Apolipoprotein Related Protein 1
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3.4 COUP-TFII et Homo sapiens

Les données concernant le rôle de COUP-TFII spécifiquement chez l’homme ne sont

pas nombreuses. Plusieurs cas de délétion de la région q distale du chromosome 15 ont

été rapportées, avec un phénotype clinique variable : retard mental, retard de croissance,

communication interventriculaire ou interatriale [Nakamura et al., 2011, et références in-

cluses]. Ce locus contient également le gène IGF1R 24 dont la délétion pourrait rendre

compte du retard mental et développemental. Cependant, les défauts cardiovasculaires ne

sont observés que lorsque la délétion inclut la région contenant COUP-TFII [Nakamura

et al., 2011]. Ces données impliquant potentiellement COUP-TFII dans le développe-

ment cardiovasculaire chez l’homme rappellent le phénotype cardiovasculaire des souris

invalidées pour COUP-TFII (voir p. 42).

COUP-TFII semble également impliqué dans différents types de cancer. Dans le carci-

nome du sein où son expression augmente, COUP-TFII serait un régulateur de la lym-

phangiogenèse [Nagasaki et al., 2009]. COUP-TFII est également un marqueur d’agres-

sivité du carcinome pulmonaire [Navab et al., 2004]. En revanche, COUP-TFII serait un

marqueur de bon pronostic dans le cancer colorectal [Shin et al., 2009].

Une étude récente [Boutant et al., 2012a] sur une cohorte humaine a associé un poly-

morphisme situé dans le promoteur de COUP-TFII à des modifications de l’homéostasie

glucidique. Les porteurs du variant sont hypoinsulinémiques à jeun et ont une meilleure

tolérance au glucose.

3.5 Régulation de l’expression de COUP-TFII

COUP-TFII est un récepteur nucléaire dont l’activité transcriptionnelle (positive

ou négative) dépend potentiellement de la liaison d’un ligand [Kruse et al., 2008]. Son

activité de facteur de transcription peut également être modulée par sa quantité.

L’équipe avait réalisé des travaux d’étude de la régulation de l’expression de COUP-

TFII dans le foie et la cellule β pancréatique [Perilhou et al., 2008a]. Ainsi, dans le foie

de souris, l’expression des messagers et de la protéine COUP-TFII est diminuée de 40 et

50%, respectivement, lors de la réalimentation sur un régime riche en glucides après un

jeune de 24 heures. Dans cette diminution, le rôle respectif du glucose d’origine alimen-

taire et de l’insuline sécrétée en réponse au glucose a été déterminé dans un modèle de

clamp hyperinsulinémique et hyperglycémique ou euglycémique et hyperinsulinémique.

Dans ces deux modèles, l’expression hépatique de COUP-TFII est diminuée suggérant

24. Insulin-like Growth Factor 1 Receptor
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que l’insuline est capable de réprimer COUP-TFII. En revanche, la forte insulinémie

dans ces deux modèles ne permet pas de conclure quant à un effet propre du glucose

sur l’inhibition de l’expression de COUP-TFII. Cependant, l’inhibition de l’expression

de COUP-TFII lors de la réalimentation sur un régime riche en glucides est abolie chez

les souris invalidées pour glucokinase dans le foie. Ce défaut d’inhibition par le glucose

s’observe également en culture primaire d’hépatocytes invalidés pour ChREBP, un relais

transcriptionnel de l’effet du glucose. Ces deux modèles suggèrent donc un effet néga-

tif propre du glucose sur l’expression de COUP-TFII, probablement via le facteur de

transcrption ChREBP. En ce qui concerne les mécanismes moléculaires de l’action de

l’insuline, des expériences en culture primaire d’hépatocytes montrent une diminution

de l’expression de COUP-TFII lorsque FoxO1 25 est réprimé.

Dans la cellule β pancréatique, des expériences similaires ont montré que l’insuline

sécrétée en réponse au glucose réprimait l’expression de COUP-TFII via FoxO1 [Perilhou

et al., 2008a].

Dans les cellules endothéliales HUVEC, le glucose stimule l’expression de COUP-TFII

à court terme (1-4 heures) et le réprime à long terme (48 heures). L’analyse du promoteur

de COUP-TFII par Soosaar et al. [1996] a mis en évidence un élément de réponse à

l’AMPc qui confère à COUP-TFII une inductibilité par l’AMPc. Dans l’hypothalamus

ventromédian, COUP-TFII est également induit par l’AMPc [Sabra-Makke et al., 2010].

La même équipe à mis en évidence un élément DR-1 dans le promoteur de COUP-

TFII ce qui le rend potentiellement contrôlable par des récepteurs capables de se lier à

un tel élément (tels que PPAR, RAR, RXR, HNF, COUP-TFII, etc.)

Ces informations montrent que, outre la liaison d’un ligand potentiel, l’activité d’un

récepteur nucléaire peut être modulée par le contrôle de son expression transcription-

nelle. De ce fait, il peut être capital d’étudier les niveaux d’expression d’un facteur de

transcription en fonction des situations, ceux-ci pouvant renseigner sur la fonction du

facteur de transcription étudié.

3.6 Modifications post-transcriptionnelles de COUP-TFII

Aucun mécanisme de modifications post-transciptionnelles de COUP-TFII n’a été

décrit dans la littérature. Cependant, trois variants du messager ont été déterminés sur

la base de données prédictives issues de la structure du gène COUP-TFII, chez l’homme

et la souris. Dans les bases de données protéiques, on trouve également deux variants

25. un facteur de transcription dont l’exclusion nucléaire en présence d’insuline en fait un des relais
de ses effets négatifs
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protéiques, une forme de 281 résidus et la forme complète de 414 résidus qui correspond

à la protéine complète détectable par des techniques directes d’immunomarquage ou

indirectes d’interaction avec l’ADN. Aucune de ces formes alternatives, que ce soient les

transcrits alternatifs ou la forme courte de la protéine, n’ont été détectées ou n’ont de

rôle connu.

Si certains récepteurs nucléaires sont sujets à des modifications post-traductionnelles

(acétylations, phosphorylations, etc.) visant à moduler leur localisation subcellulaire,

leur activité de liaison à l’ADN ou leur affinité pour leur ligand, COUP-TFII ne semble

pas subir ce type de régulation. Cepedant, l’homologue de COUP-TFII, COUP-TFI

(qui présente une forte homologie de séquence avec COUP-TFII) est décrit par Gay

et al. [2002] comme étant soumis à des phosphorylations régulatrices, notamment par

PKC 26. Ainsi, la phosphorylation sur le résidu tyrosine 120, situé dans le domaine de

liaison à l’ADN, confère à COUP-TFI une affinité supérieure pour l’ADN. A l’inverse,

l’inhibition de la PKC entraine une diminution de l’affinité de COUP-TFI pour l’ADN

et une diminution de l’activation d’une construction reportrice.

Ce site de phosphorylation est conservé entre COUP-TFI et COUP-TFII (116-

NLTYTYCR-124 et 112-RRNLSYTCR-120 respectivement). Malgré l’absence de lit-

térature à ce sujet, ces données in vitro sur COUP-TFI et l’existence de sites putatifs de

phosphorylation sur COUP-TFII suggèrent qu’il pourrait également subir une régulation

post-traductionnelle.

26. Protéine Kinase C
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4 Objectifs du travail

COUP-TFII contrôle de nombreux gènes du métabolisme glucido-lipidique dans plu-

sieurs organes. L’équipe a montré que l’expression hépatocytaire de COUP-TFII était

réprimée par l’insuline et le glucose [Perilhou et al., 2008a], et que COUP-TFII était un

répresseur de la Pyruvate Kinase hépatique [Lou et al., 1999]. L’équipe a par la suite dé-

veloppé une lignée transgénique permettant l’invalidation fonctionnelle de COUP-TFII

spécifiquement dans l’hépatocyte. L’étude de leur phénotype n’avait pas été réalisée dans

le détail, cependant, les animaux présentaient une létalité post-natale pendant l’allaite-

ment et un foie d’aspect stéatosique [données non publiées]. Ces données suggérant que

COUP-TFII contrôle un programme de gènes impliqués dans le métabolisme glucido-

lipidique ont servi de base au travail présenté dans cette thèse. Ce travail s’est organisé

selon deux axes :

– étudier l’expression hépatique de COUP-TFII au cours de l’allaitement, une situa-

tion physiologique unique au cours de la vie en terme d’adaptations métaboliques,

et déterminer les éléments nutritionnels et hormonaux régulateurs de l’expression

de COUP-TFII ;

– par des approches d’invalidation, étudier le rôle de COUP-TFII dans le métabo-

lisme glucido-lipidique hépatique au cours de cette période.
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Figure 16 – Expression hépatique de COUP-TFII au cours de l’allaitement ou à l’âge adulte chez la
souris. Les foies des fœtus ou des nouveaux nés d’âges différents (basé sur la date d’accouplement) ou
de souris adultes (après 16h de jeûne ou 12h de jeûne et réalimentation ad libitum pendant 4h) ont été
prélevés et l’expression de COUP-TFII a été mesurée par RT-qPCR ; tous les valeurs sont exprimées
relativement à la valeur du jour 0 ; n = 7 animaux par stade ; résultats représentés sous forme moyenne
± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 par rapport à la situation à jeun
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Figure 17 – Histologie de COUP-TFII dans le foie chez la souris

a – en microscopie à fluorescence chez l’allaité avec
un anticorps monoclonal anti COUP-TFII ; noyaux
marqués en bleu, COUP-TFII marqué en rouge ;
grossissement × 20

endothélium cave hépatocyte
endothélium sinusöıdal

b – en microscopie photonique chez l’adulte ; COUP-
TFII a été marqué avec un anticorps polyclonal et un
anticorps secondaire HRP permettant une coloration
en marron ; grossissement × 60



1 Étude de l’expression de

COUP-TFII dans le foie au cours

de l’allaitement

1.1 Cinétique d’expression de COUP-TFII

L’expression de COUP-TFII dans le foie de souris a été mesurée par PCR quanti-

tative à la fin de la gestation, à différents stades de l’allaitement puis après le sevrage.

L’expression de COUP-TFII augmente progressivement après la naissance et atteint un

maximum d’expression entre le 8e et le 13e jour post partum, puis diminue à partir du

15e jour (Figure 16a). Les variations d’expression de COUP-TFII cöıncident avec les va-

riations alimentaires du souriceau (voir Figure 8 p.26), suggérant que les modifications

nutritionnelles et hormonales pourraient rendre compte de ce profil d’expression. Chez

la souris adulte, l’expression de COUP-TFII est augmentée au cours du jeûne [Perilhou

et al., 2008a]. Le niveau maximal d’expression de COUP-TFII au cours de l’allaitement

est de trois fois supérieur à celui mesuré chez l’adulte à jeun (Figure 16b).

1.2 Topologie de l’expression de COUP-TFII

Chez le souriceau allaité, COUP-TFII s’exprime dans l’hépatocyte et sa localisation

subcellulaire semble exclusivement nucléaire. COUP-TFII est détecté dans environ 40%

des hépatocytes (Figure 17a). Chez l’adulte et à plus fort grossissement, COUP-TFII est

également nucléaire dans l’hépatocyte mais est aussi exprimé dans le noyau des cellules

endothéliales (Figure 17b).
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2 Étude de la régulation de

COUP-TFII

L’équipe avait montré que l’insuline et le glucose étaient des répresseurs de l’expres-

sion de COUP-TFII dans l’hépatocyte [Perilhou et al., 2008a]. L’insulinémie basse et la

faible disponibilité en glucose pourraient alors expliquer l’augmentation de l’expression

de COUP-TFII au cours de l’allaitement. À l’inverse, la forte glucagonémie et la présence

de grandes quantités d’acides gras pourraient également rendre compte de cette augmen-

tation. L’effet potentiel de ces différents effecteurs sur l’expression de COUP-TFII a donc

été testé.

2.1 Effet du glucagon et de l’AMPc sur l’expression de

COUP-TFII

Étant donné que la glucagonémie augmente fortement dès la naissance (voir Figure 8

p. 26), l’effet du glucagon sur l’expression hépatique de COUP-TFII a été testé in vivo

et in vitro.

2.1.1 In vivo

Des injections de glucagon in utero ont été réalisées sur des fœtus de 17,5 jours

post cöıtum, la glucagonémie étant très faible chez le fœtus à ce stade de développement

(Figure 8 p.26). Tout d’abord, l’efficacité de l’injection in utero de glucagon a été confirmé

par la mesure de l’expression de la PEPCK connue pour être induite par le glucagon

[Sasaki et al., 1984]. La Figure 18a montre que le glucagon induit l’expression de COUP-

TFII dans le foie fœtal de souris.
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2.1.2 In vitro

La capacité du glucagon à induire l’expression de COUP-TFII a été testée sur des

hépatocytes de souris adulte 1 en culture primaire en utilisant l’AMPc, le second messager

intracellulaire du glucagon. L’AMPc induit l’expression de COUP-TFII en 24 heures de

culture (Figure 18b).

Ces résultats indiquent que le glucagon via l’AMPc est un inducteur de COUP-TFII

et peut expliquer l’augmentation et le maintien de son expression après la naissance et

pendant l’allaitement.
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a – Effet du glucagon sur l’expression de COUP-TFII
in vivo. Les fœtus (18,5 jours post cöıtum) d’une corne
utérine ont été injectés à travers la paroi utérine avec
35 µL de glucagon, les fœtus de la corne opposée re-
cevant une solution saline. Leurs foies ont été prélevés
après 4 heures et l’expression des gènes a été mesurée
par RT-qPCR ; n = 6 animaux par condition.

solution saline glucagon

PEPCK COUP-TFII

∗

∗ ∗ ∗

b – Effet de l’AMPc sur l’expres-
sion de COUP-TFII en culture pri-
maire d’hépatocytes. Les hépatocytes
ont été cultivés 24 heures en pré-
sence d’AMPc (0, 1 mmol/L) ou de PBS
comme contrôle. L’expression des gènes a
été mesurée par RT-qPCR. Résultats de
5 expériences différentes.

PBS AMPc 0, 1 mmol/L

Figure 18 – Effet du glucagon sur l’expression hépatique de COUP-TFII in utero et effet de
l’AMPc sur l’expression de COUP-TFII en culture primaire d’hépatocytes adultes ; résultats
représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 ; ∗ ∗ ∗ : p ≤ 0, 001 par rapport aux
contrôles respectifs

1. compte tenu de la taille du foie des animaux nouveaux-nés, l’isolement des hépatocytes n’est pas
réalisable à ce stade
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2.2 Effet des acides gras sur l’expression de COUP-TFII

L’allaitement est une période pendant la concentration circulante en acides gras est

élevée en raison de l’apport soutenu en triglycérides alimentaires chez l’allaité. Certains

de ces acides gras peuvent contrôler l’expression de gènes [revue dans Pégorier, 2008]

et pourraient donc potentiellement induire l’expression de COUP-TFII. Pour explorer

cette possibilité, l’effet de deux acides gras à châıne longue abondants dans le lait de

souris (voir Table 3 p. 17) a été testé en culture primaire d’hépatocytes. Les résultats

montrent que ni le palmitate (C16 : 0) ni l’oléate (C18 : 1) n’induisent l’expression des

messagers de COUP-TFII, alors qu’ils induisent ceux de la CPT-1 (Figure 19), connue

pour être induite par les acides gras [Chatelain et al., 1996]. Des résultats similaires ont

été obtenus avec le linoléate (C18 : 2) (résultats non présentés).
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Figure 19 – Effet des acides gras sur l’expression de COUP-TFII et de la CPT-1a en culture
primaire d’hépatocytes. Les hépatocytes ont été cultivés 24 heures en présence de palmitate
(C18 : 0) ou d’oléate (C16 : 1) 0, 3 mmol/L complexés à l’albumine (0,3%) ou d’albumine seule
comme contrôle. L’expression des gènes a été mesurée par RT-qPCR. Résultats de 3 expériences
différentes ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05

albumine palmitate 0, 3 mmol/L oléate 0, 3 mmol/L

2.3 COUP-TFII et PPARα

Le régime hyperlipidique que constitue le lait maternel est riche en lipides et en déri-

vés lipidiques qui constituent des activateurs potentiels de certains facteurs de transcrip-

tion comme PPARα. Dans l’expérience présentée en Figure 16a, les niveaux d’expression

de PPARα ont également été mesurés (Figure 20). L’expression de PPARα présente le

54





Résultats

même profil que celui de COUP-TFII. Bien que cette similitude puisse être fortuite, on

peut émettre l’hypothèse d’une relation transcriptionnelle entre COUP-TFII et PPARα.

De plus, le promoteur de COUP-TFII contient un élément de réponse de type DR-1

(Direct Repeat-1 [Soosaar et al., 1996]) potentiellement capable de lier des récepteurs

nucléaires (tel que PPARα).
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Figure 20 – Expression de COUP-TFII et PPARα au cours de l’allaitement chez la souris.
Le foie des fœtus ou des nouveaux nés (âge basé sur la date d’accouplement) a été prélevé et
l’expression de COUP-TFII et PPARα a été mesurée par RT-qPCR ; n = 7 animaux par stade.

COUP-TFII PPARα

Pour explorer la relation transcriptionnelle entre COUP-TFII et PPARα, des souris

totalement invalidées pour PPARα ont été utilisées [Lee et al., 1995]. Le phénotype de

ces souris est bien caractérisé : certains gènes de l’oxydation des acides gras normalement

induits au cours du jeûne par PPARα ne le sont plus chez les souris déficientes [Kersten

et al., 1999 ; Le May et al., 2000]. Ainsi, l’Acyl-CoA Oxydase 2 est peu exprimée chez les

souris invalidées (10% du niveau mesuré dans les souris contrôle (Figure 21)). Dans ces

conditions, l’expression de COUP-TFII est diminuée de plus de 40% (Figure 21) suggé-

rant que PPARα pourrait contrôler l’expression de COUP-TFII.

In vitro l’activité du promoteur de COUP-TFII en absence ou en présence de PPARα a

été estimée par la mesure de l’activité luciférase d’une construction reportrice contenant

le gène de la luciférase sous le contrôle de la région [−328 → +873] 3 du promoteur de

COUP-TFII dans un système de transfection transitoire de cellules COS-7 4. Le pro-

moteur est induit en présence de PPARα. Lorsque l’élément DR-1 de ce promoteur de

2. enzyme d’oxydation peroxysomale des acides gras et cible transcriptionnelle de PPARα

3. par rapport au site d’initiation de la transcription
4. ces cellules n’expriment ni PPARα ni COUP-TFII
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COUP-TFII est muté, il y a d’une part une diminution de l’activité basale du promo-

teur et d’autre part la suppression de son induction par PPARα (Figure 22). Ces données

suggèrent que PPARα contrôle l’expression de COUP-TFII via sa liaison sur l’élément

DR-1.
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Figure 21 – Expression de COUP-TFII dans le foie de souris PPARα−/−. Des souris C57bl/6j
ou PPARα−/− de 8 semaines ont été mises à jeun pendant 16 heures avec un libre accès à l’eau
de boisson. Les animaux ont ensuite été sacrifiés, leurs foies prélevés et l’expression des gènes
mesurée par RT-qPCR ; n = 4 animaux par groupe ; résultats représentés sous forme moyenne
± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 par rapport aux souris sauvages
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Figure 22 – Effet de PPARα sur l’activité du promoteur de COUP-TFII. Le gène de la lucifé-
rase a été mis sous le contrôle du fragment −328 + 873 du promoteur de COUP-TFII sauvage
(wtDR-1) ou muté (mDR-1) sur l’élément DR-1. Cette construction reportrice a été transfectée
dans des cellules COS-7 avec ou sans un ADNc permettant l’expression de PPARα. Après 15h,
l’activité luciférase a été mesurée. n = 3 ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ;
∗ : p ≤ 0, 05 par rapport à l’activité du promoteur sauvage en absence de PPARα

sans PPARα avec PPARα

L’activité de PPARα est modulée par un ligand [revue dans Wahli et al., 1999]. Plu-

sieurs ligands synthétiques ont été développés, notamment le WY-14643. Le WY-14643

est capable d’induire l’expression des cibles de PPARα telles que l’ACO (Figure 23). En

culture primaire d’hépatocytes de souris sauvages, le WY-14643 induit également l’ex-
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pression de COUP-TFII. L’induction de ces deux gènes est PPARα-dépendante puisque

l’effet du WY-14643 est aboli dans les hépatocytes n’exprimant pas PPARα, confirmant

que PPARα contrôle transcriptionnellement l’expression de COUP-TFII (Figure 23).
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Figure 23 – Effet du WY-14643 sur l’expression de COUP-TFII dans les hépatocytes de souris
sauvages ou PPARα−/−. Les hépatocytes ont été isolés et mis en culture pendant 24 heures en
absence ou en présence de WY-14643 10 µmol/L. Les messagers ont été extraits et l’expression des
gènes mesurée par RT-qPCR ; résultats de 3-5 expériences indépendantes ; résultats représentés
sous forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 par rapport aux hépatocytes sauvages en absence
de WY-14643

C57bl/6j C57bl/6j + WY PPARα−/− PPARα−/− + WY
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site d’injection

Figure 24 – Schéma représentant le lieu d’injection chez le souriceau de 4 jours. La veine sous temporale
superficielle est facilement accessible ; à défaut, la veine faciale antérieure peut être utilisée. Le sens de
circulation permet un retour cardiaque rapide et une dispersion réduite des particules adénovirales



3 Étude de la fonction de

COUP-TFII

3.1 Méthode générale

Etant donné que l’expression des messagers de COUP-TFII est maximale au cours

de l’allaitement, il semblait pertinent d’étudier sa fonction durant cette période. Dans

ce but, deux types d’invalidation ont été mis en place :

1. une invalidation génique utilisant un ARN interférent pour inhiber l’expression de

COUP-TFII ;

2. une invalidation fonctionnelle, basée sur l’expression d’une forme dominante néga-

tive de la protéine COUP-TFII.

Les deux techniques utilisent des vecteurs adénoviraux bicistroniques. Le vecteur

shCOUP-TFII permet l’expression d’un shRNA dirigé contre COUP-TFII sous contrôle

d’un promoteur de type U6 1 ainsi que la GFP sous contrôle du promoteur CMV. La

séquence du shRNA provient de la base TRC (TRCN0000026232, AGCGAGCTGTTCGTGTT-

GAAT). Le vecteur COUP-TFII DN permet l’expression d’une forme mutée de la protéine

COUP-TFII humaine 2 et de la GFP, tous deux sous contrôle d’un promoteur CMV.

Dans les contrôles, les particules adénovirales permettent l’expression de la GFP seule.

L’invalidation est réalisée par injection adénovirale intravasculaire, l’invalidation a été

réalisée entre 3 et 4 jours post partum, la pigmentation cutanée apparaissant à partir du

5e jour rend impossible l’injection au delà de cette date (Figure 24). Le volume d’injec-

tion est fixé à 20 µL. Dans toutes les expériences, les animaux sont maintenus avec leur

mère naturelle dans un environnement à temprérature et humidité contrôlées (20 ◦C ±2,

45% ±5 humidité) jusqu’à la fin de l’expérience. Après décapitation, le sang est prélevé

1. le promoteur U6 est le plus adapté à l’expression de petits ARN comme les shRNA
2. l’utilisation d’un cDNA humain permet de distinguer la forme endogène et le transgène en utilisant

des amorces de qPCR spécifiques
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sur EDTA (pour mesure des lipides) ou déprotéinisé avec un volume d’acide perchlorique

6% pour les analyses métaboliques. Le foie est rapidement prélevé et congelé dans l’azote

liquide jusqu’à analyse.

3.2 Conséquences d’une invalidation génique de COUP-

TFII

3.2.1 Caractérisation du shRNA COUP-TFII

Compte tenu de la durée de vie du messager de COUP-TFII et de la protéine cor-

respondante, une stratégie d’invalidation génique n’est effective que lorsque la quantité

de protéine restante est effectivement diminuée. Pour cette raison, l’invalidation par

ARN interférence de COUP-TFII se déroule sur 96 h afin d’obtenir une diminution suffi-

sante de la quantité de protéine. L’injection de l’adénovirus contenant le shRNA ciblant

COUP-TFII devrait en théorie entrainer une diminution de la quantité de messagers de

COUP-TFII. Cependant, et de façon étonnante, aucune modification n’a été mesurée.

En revanche, la quantité de protéine COUP-TFII est diminuée (Figure 25), suggérant

que le shRNA inhibe la traduction sans toutefois entrainer la destruction du messager.

COUP-TFII

ß-actine
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a – Western Blot représentatif de l’effet du
shRNA COUP-TFII chez le souriceau de 7 jours
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b – Quantification par densitométrie du niveau
d’expression protéique de COUP-TFII après
traitement par le shRNA COUP-TFII ; n =
3 ; résultats représentés sous forme moyenne
± SEM ; ∗∗ : p ≤ 0, 01

Figure 25 – Effet du shRNA COUP-TFII sur les niveaux d’expression de la protéine COUP-
TFII

Ad GFP Ad shRNA COUP-TFII
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3.2.2 Conséquences métaboliques de l’invalidation génique de COUP-

TFII par shRNA

Des souriceaux de 3,5 jours ont été injectés dans la veine mandibulaire superficielle

avec 15 · 109 particules virales shCOUP-TFII (Ad shCOUP-TFII) ou de la construction

contrôle (Ad GFP). Le phénotype est étudié 96 heures après l’injection.

Les souris shCOUP-TFII ont une glycémie significativement diminuée (Figure 26a).

On ne mesure pas de différence statistique dans les niveaux circulants de pyruvate

(Figure 26c) ou de lactate (Figure 26b).

0

0, 5

1

∗∗

g
ly

c
é
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Figure 26 – Concentrations sanguines en glucose, lactate, pyruvate chez les souris invalidées
pour COUP-TFII. 96 heures après adénofection, les animaux ont été sacrifiés et leur sang prélevé,
déprotéinisé avec un volume de PCA 6% et les métabolites dosés selon Ferré et al. [1979] ; n = 8
animaux par groupe ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗∗ : p ≤ 0, 01 par
rapport aux témoins GFP

Ad GFP Ad shCOUP-TFII

La glycémie à un instant t est le reflet des apports glucidiques, de la production

endogène de glucose 3 et de son utilisation périphérique. La production hépatique de

glucose, représentée à ce stade par la néoglucogénèse 4, a donc été estimée. Les principaux

intermédiaires de cette voie ont été dosés dans le foie des souris Ad GFP et Ad shCOUP-

3. quelle que soit l’origine du glucose : néoglucogénèse, glycogénolyse
4. le foie étant dépourvu de réserves de glucose sous forme de glycogène à ce stade, [revue dans Girard

et al., 1992]
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TFII. La Figure 27 représente les concentrations relatives de chaque intermédiaire en

fonction de celles mesurées chez les animaux témoins. Le principe de la représentation

en cross-over est expliqué dans l’encadré Annexe 1 p.98.

Les résultats présentés Figure 27 montrent une diminution de la concentration intra-

hépatique de glucose chez les souris Ad shCOUP-TFII, ce qui suggère que la diminution

de la glycémie peut effectivement être la conséquence d’un défaut de production hépa-

tique. Le profil du graphique met en évidence deux cross-over :

1. entre le pyruvate et l’oxaloacétate, réaction catalysée par la pyruvate carboxylase

(PC) ;

2. entre le 3-phosphoglycérate et la dihydroxyacétone-phosphate, une étape en réalité

composée de trois réactions catalysées par trois enzymes distinctes (voir Figure 3

p. 20).
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Figure 27 – Représentation en cross-over de la néoglucogénèse hépatique après invalida-
tion génique de COUP-TFII ; n = 8 ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ;
∗ : p ≤ 0, 05 par rapport aux témoins GFP ; les concentrations de chaque métabolite sont
regroupées Annexe 3 p.100
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Le métabolisme lipidique hépatique a été exploré. Pour évaluer la β-oxydation mi-

tochondriale des acides gras, la mesure des concentrations en corps cétoniques sanguins

et hépatiques est un bon indicateur du flux d’oxydation (voir 2.2.2.4 p. 26). Alors que

la concentration sanguine en acétoacétate est inchangée (Figure 28a), les concentrations

en β-hydroxybutyrate sont légèrement diminuées (Figure 28b).

Les concentrations en corps cétoniques (acétoacétate, β-hydroxybutyrate) ont égale-

ment été dosés dans un extrait hépatique (Figure 28c, Figure 28d). Leurs concentrations

sont modestement diminuées chez les souris shCOUP-TFII bien que le seuil statistique ne

soit pas atteint. La concentration hépatique en acétyl-CoA est également modestement

diminuée (Figure 28e).
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Figure 28 – Corps cétoniques sanguins des souris invalidées pour COUP-TFII. 96 heures après
adénofection, les animaux ont été sacrifiés et leur sang prélevé, déprotéinisé avec un volume de
PCA 6% ; le foie a été prélevé et homogénéisé dans deux volumes de PCA 6% ; les corps cétoniques
et l’acétyl-CoA ont été dosés selon Ferré et al. [1979] ; n = 8 animaux par groupe
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Les status d’oxydoréduction cytosoliques et mitochondrial, que l’on peut estimer

par la mesure des rapports de concentration lactate/pyruvate ou glycérol-3-phosphate/

DHAP, et β-hydroxybutyrate/acétoacétate, respectivement, sont inchangés (Figure 29).
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DHAP hépatique

0

1

2

β
-O

H
b
u
ty

ra
te

/
a
c
é
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Figure 29 – Rapports de concentrations lactate/pyruvate, glycérol-3-phosphate/DHAP et β-
OH butyrate/acétoacétate dans le foie des souris invalidées pour COUP-TFII. 96 heures après
adénofection, les animaux ont été sacrifiés et leur foie prélevé, homogénéisé et déprotéinisé avec
deux volumes de PCA 6% et les métabolites dosés selon Ferré et al. [1979] ; n = 8 animaux par
groupe
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Parmi les gènes dont l’expression a été mesurée, la PEPCK est sensiblement diminuée.

Il n’y a pas de modification significative de l’expression de la G-6-Pase. Dans les gènes

du métabolisme des lipides, l’expression de la CPT-1 et de la mHMG-CoA synthase

mitochondriale sont diminués de plus de 40% (résultat non significatif). L’expression du

gène codant la FABP-1 est inchangée.
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Figure 30 – Expression hépatique de gènes du métabolisme glucidique et lipidique après in-
validation génique de COUP-TFII. L’expression est mesurée par RT-qPCR et normalisée par
l’expression de la cyclophilline ; n = 8
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Figure 31 – Caractérisation du dominant négatif COUP-TFII

a – Schéma représentant un domaine de liaison
à l’ADN sauvage

b – Schéma représentant un domaine de liaison
à l’ADN dont une cystéine constituant le doigt
de zinc a été muté

1 2 3 4 5

c – Autoradiogramme représentatif de retardement sur gel utilisant une sonde radiomarquée de type
DR-1 incubée avec la protéine recombinante COUP-TFII sauvage (1), mutée au niveau du domaine de
liaison à l’ADN (2), ou les deux selon un rapport molaire de 1 : 1 ; 1 : 2 ; 1 : 3 (3-5)
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3.3 Invalidation fonctionnelle de COUP-TFII

L’approche d’invalidation génique, dans un contexte où COUP-TFII est fortement

exprimé (voir Figure 16a p. 50), et où l’invalidation n’est pas totale (voir Figure 25 p.

59) permet la subsistance d’une quantité de COUP-TFII non négligeable, pouvant alors

masquer le phénotype étudié. Pour cette raison, une seconde approche d’invalidation a été

mise en place. Cette méthode d’invalidation fonctionnelle se base sur l’expression d’une

forme mutée de COUP-TFII. Une mutation ponctuelle sur un résidu cystéine du doigt de

zinc permet de supprimer la capacité de liaison à l’ADN de la protéine tout en conservant

ses autres propriétés d’interaction (dimérisation, interaction avec des cofacteurs, etc.)

[Adam et al., 2000] (Figure 31). La protéine mutée COUP-TFII existant essentiellement

sous forme d’homodimère titre la protéine endogène et prévient la liaison du complexe à

l’ADN (Figure 31c). L’ADNc de cette construction a été inséré dans un vecteur adénoviral

bicistronique sous le contrôle du promoteur CMV 5 exprimant également la GFP 6, ce qui

permet un fort tropisme hépatocytaire et une expression soutenue. L’adénovirus contrôle

est basé sur le même vecteur et permet l’expression de la GFP seule. Des souriceaux de

3,5 jours sont injectés dans la veine mandibulaire superficielle avec 0, 6 · 109 particules

virales de la forme dominante négative de COUP-TFII (Ad COUP-TFII DN) ou de la

construction contrôle (Ad GFP).

3.3.1 Expression de la forme dominante négative de COUP-TFII

Lors de l’utilisation de vecteurs viraux pour exprimer une protéine exogène dans un

tissu donné, il est indispensable de s’assurer de la spécificité d’expression de la construc-

tion, d’autant plus que le promoteur utilisé est tissu-indépendant (CMV). L’étude de

l’expression de la GFP dans différents tissus montre que la construction s’exprime majo-

ritairement dans le tissu hépatique (Figure 32a). En raison des différences morphologiques

entre tissus étudiés, les quantités relatives de β-actine par rapport à la quantité de pro-

téines totale est relativement variable (Figure 32a). En histologie, on détecte l’expression

de COUP-TFII DN dans le foie et uniquement dans le noyau des cellules hépatocytaires

(Figure 32b).

5. promoteur CytoMegaloVirus, très utilisé dans les constructions d’expression eucaryotes
6. Green Fluorescent Protein
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éa

s

a – Expression tissulaire de la construction adénovirale. 24 heures après adénofection avec la
construction Ad GFP, les protéines du foie, du muscle soleus, du coeur, du cortex cérébral, de
l’intestin grêle et du pancréas ont été extraites et analysées avec un anticorps anti GFP (en
haut) ou anti β-actine (en bas)

100µm

b – Expression hépatique de COUP-TFII DN. 24 heures après adénofection avec la construction
COUP-TFII DN, l’expression de COUP-TFII a été détectée sur tranche de foie en utilisant un
anticorps anti-COUP-TFII et un anticorps secondaire Alexa488R© (en vert) ; contre-coloration
des noyaux en bleu ; grossissement ×20

Figure 32 – Expression tissulaire de la construction adénovirale
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3.3.2 Conséquences métaboliques de l’invalidation fonctionnelle

Vingt-quatre heures après l’injection, les souriceaux ayant reçu le dominant négatif

présentent une forte hypoglycémie 7 (Figure 33a) malgré une prise alimentaire supposée

normale 8, suggérant une utilisation périphérique accrue du glucose et/ou une diminution

de sa production hépatique 9. L’analyse des métabolites sanguins montre que les concen-

trations de pyruvate sont inchangées (Figure 33b) alors que les concentrations de lactate

sont augmentées (Figure 33c). Le lactate étant à la fois un produit de la glycolyse et un

précurseur de la néoglucogénèse hépatique, son augmentation suggère que son utilisation

par le foie pour produire du glucose pourrait être diminuée ou sa production périphérique

augmentée. En effet, l’augmentation du rapport lactate/pyruvate (Figure 33d) traduit

un déséquilibre entre la production et l’utilisation de lactate à l’échelle de l’organisme

entier.
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Figure 33 – Concentrations sanguines en glucose, lactate, pyruvate chez les souris invalidées
pour COUP-TFII. 24 heures après adénofection, les animaux ont été sacrifiés et leur sang prélevé,
déprotéinisé avec un volume de PCA 6% et les métabolites dosés selon Ferré et al. [1979] ; n = 8
animaux par groupe ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 ;
∗∗ : p ≤ 0, 01 par rapport aux animaux Ad GFP

Ad GFP Ad COUP-TFII DN

7. hypoglycémie létale au delà de 30 heures après l’injection
8. la prise alimentaire du nouveau né est difficile à mesurer, mais d’après l’état du système digestif

(état de remplissage de l’estomac, coloration de l’intestin grêle), on suppose qu’il n’y a pas de modification
de l’alimentation

9. à ce stade de développement, chez le rat, la grande majorité du glucose produit est d’origine
hépatique [Chatelain et al., 1998]
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La voie de la néoglucogénèse a donc été explorée : les principaux intermédiaires de

cette voie ont été dosés dans le foie des souris Ad GFP et Ad COUP-TFII DN. La

Figure 34 représente les concentrations relatives de chaque intermédaire en fonction de

celles mesurées chez les animaux témoins (le principe de la représentation en cross-over

est expliqué dans l’encadré page 98).
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Figure 34 – Représentation en cross-over de la néoglucogénèse hépatique après invalidation
fonctionnelle de COUP-TFII ; n = 8 ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗∗ :
p ≤ 0, 01 ; ∗ ∗ ∗ : p ≤ 0, 001 par rapport aux concentrations mesurées dans le foie des animaux
Ad GFP ; les valeurs sont regroupées Annexe 3 p.100

Ad GFP Ad COUP-TFII DN

La concentration intrahépatique de glucose est fortement diminuée chez les souris

COUP-TFII DN, ce qui pourrait rendre compte de la diminution de sa concentration

sanguine. D’autre part, cette représentation dont le profil est tout à fait comparable à

celui obtenu après invalidation génique de COUP-TFII laisse apparâıtre les deux mêmes

cross-over :

1. entre le pyruvate et l’oxaloacétate, réaction catalysée par la pyruvate carboxylase

(PC) ;

2. entre le 3-phosphoglycérate et la dihydroxyacétone-phosphate, une étape en réalité

composée de trois réactions catalysées par trois enzymes distinctes (phosphoglycé-

rate kinase, glyceraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase, triose phosphate isomé-

rase ; voir Figure 3 p. 20).
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Les souris exprimant COUP-TFII DN sont hypocétonémiques : elles présentent

une diminution des concentrations sanguines d’acétoacétate (Figure 35a), de β-

hydroxybutyrate (Figure 35b). Cette hypocétonémie est due, au moins en partie, à une

diminution de la production hépatique de corps cétoniques (Figure 35c, Figure 35d) reflé-

tant aussi une inhibition de la β-oxydation des acides gras comme le montre également

la diminution de la concentration hépatique en acétyl-CoA (Figure 35e).
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é
to

a
c
é
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é
p
a
ti

q
u
e

(n
m

o
l/

g
)
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Figure 35 – Concentrations en corps cétoniques sanguins et hépatiques et acétyl-CoA hépatique
chez souris invalidées pour COUP-TFII. 24 heures après adénofection, les animaux ont été sacri-
fiés et leur sang prélevé, déprotéinisé avec un volume de PCA 6% ; les foies ont été prélevés et
homogénéisés dans 2 volumes de PCA 6% ; les corps cétoniques et l’acétyl-CoA dosés selon Ferré
et al. [1979] ; n = 8 animaux par groupe ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ;
∗ : p ≤ 0, 05 ; ∗ ∗ ∗ : p ≤ 0, 001 par rapport aux concentrations mesurées chez animaux Ad
GFP

Ad GFP Ad COUP-TFII DN
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Figure 36 – Expression hépatique de gènes du métabolisme glucidique et lipidique après invalidation
fonctionnelle de COUP-TFII. L’expression est mesurée par RT-qPCR et normalisée par l’expression de la
cyclophilline ; n = 12 ; résultats représentés sous forme moyenne± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 ; ∗∗ : p ≤ 0, 01 par
rapport aux animaux GFP

Ad GFP Ad COUP-TFII DN
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sé

e

(e
n

%
d
u

co
n
tr

ô
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Les status d’oxydoréduction cytosolique et mitochondrial, que l’on peut estimer par la

mesure des rapports de concentration lactate/pyruvate ou glycérol-3-phosphate/DHAP,

et β-hydroxybutyrate/acétoacétate respectivement sont diminués (Figure 37).

0

5

10 ∗ ∗ ∗

la
c
ta

te
/
p
y
ru

v
a
te

h
é
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Figure 37 – Rapports de concentrations lactate/pyruvate, glycérol-3-phosphate/DHAP et β-
OH butyrate/acétoacétate dans le foie des souris invalidées pour COUP-TFII. 24 heures après
adénofection, les animaux ont été sacrifiés et leur foie prélevé, homogénéisé et déprotéinisé avec
deux volumes de PCA 6% et les métabolites dosés selon Ferré et al. [1979] ; n = 8 animaux par
groupe ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 ; ∗ ∗ ∗ : p ≤ 0, 001 par
rapport aux mesures dans le foie des animaux témoins ; N.S. : non significatif
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L’expression de la PEPCK et de la G-6-Pase, deux enzymes de la néoglucogénèse, est

fortement diminuée de 60 et 70% par rapport au contrôle, respectivement. L’expression de

la CPT-1 et FABP-1, des protéines de transport mitochondrial et cytosolique des acides

gras, respectivement, sont également diminués de plus de 50%. L’expression de mHMG-

CoA synthase, l’enzyme régulatrice de la cétogénèse, est également diminué de près de

60%. En revanche, l’expression de la lipase hépatique n’est pas modifiée (Figure 36).
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Figure 38 – Coloration à l’Oil Red-O des lipides intrahépatiques dans le foie de souris allaitées invalidées
pour COUP-TFII ; grossissment ×100

GFP COUP-TFII DN

a – invalidation fonctionnelle

GFP shCOUP-TFII

b – invalidation génique
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À prise alimentaire égale, la diminution de l’oxydation des acides gras devrait in-

duire une accumulation hépatique ou sanguine d’espèces lipidiques sous forme libre ou

estérifiée. Les niveaux circulants et intrahépatiques de triglycérides ont donc été me-

surés chez les souriceaux contrôle ou injectés avec COUP-TFII DN. La triglycéridémie

est augmentée (Figure 39a). Il y a également une nette augmentation des triglycérides

hépatiques masquée par la disparité des mesures obtenues entre les différents groupes

expérimentaux (Figure 39b). En effet, la concentration en triglycérides hépatiques est

augmentée de 70% chez le souris COUP-TFII DN par rapport aux contrôles (p ≤ 0, 05)

si l’on normalise les concentrations chez les souris contrôle à 100%. Il y a également une

diminution de la quantité d’acides gras libres intrahépatiques (Figure 39c). Cependant,

la mesure de l’expression de la lipase hépatique qui hydrolyse les triglycérides en glycérol

et acides gras libres ne révèle pas de différence entre les deux groupes (Figure 36).

L’étude de la répartition des lipides par coloration met en évidence une répartition

des inclusions lipidiques en terme de taille et de densité différente entre les souris GFP

et COUP-TFII DN (Figure 38a). Chez les souris plus âgées, la répartition des inclusions

lipidiques est topologiquement hétérogène et semble liée à la zonation métabolique du

foie. Après invalidation par shRNA, cette zonation des inclusions lipidiques disparâıt et

la répartition devient homogène (Figure 38b).
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0

1

2

3

4

∗

a
c
u
d
e
s

g
ra

s
li
b
re

s
(m

g
/
g
)

c – acides gras libres hépatiques

Figure 39 – Triglycérides sanguins et hépatiques et acides gras libres hépatiques après invalida-
tion fonctionnelle de COUP-TFII ; les triglycérides sanguins sont dosés par méthode enzymatique
sur plasma EDTA ; les triglycérides et acides gras libres hépatiques sont dosés après séparation
par chromatographie sur couche mince d’un extrait lipidique ; n = 10 ; résultats représentés sous
forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 : N.S. : non significatif
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Figure 40 – Effet du WY-14643 sur l’expression de gènes du métabolisme glucido-lipidique dans un
contexte d’invalidation fonctionnelle de COUP-TFII. L’expression est mesurée par RT-qPCR et norma-
lisée par l’expression de la cyclophilline ; n = 5 ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ;
∗ : p ≤ 0, 05 ; ∗∗ : p ≤ 0, 01 ; N.S. : non significatif

Ad GFP Ad GFP+WY-14643 Ad COUP-TFII DN Ad COUP-TFII DN+WY-14643
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3.4 Effet d’une activation pharmacologique de PPARα par

le WY-14643 dans un contexte d’invalidation fonction-

nelle de COUP-TFII

Même si COUP-TFII n’est pas clairement décrit comme un récepteur nucléaire se

dimérisant avec RXR, une des hypothèses pouvant expliquer le phénotype observé en pré-

sence de COUP-TFII DN est que ce dernier, par sa capacité d’interaction avec d’autres

facteurs (RXR, des protéines de la machinerie transcriptionnelle, etc.), diminue leur dis-

ponibilité et par conséquence l’expression des gènes qui en sont dépendants. De plus,

certains des gènes dont l’expression est affectée par le dominant négatif COUP-TFII

sont des cibles de l’hététodimère PPARα/RXR. Pour vérifier la spécificité du phénotype

causé par la forme dominante négative de COUP-TFII, l’activation pharmacologique

de PPARα par un agoniste synthétique spécifique, le WY-14643, a été réalisée dans un

contexte d’invalidation fonctionnelle de COUP-TFII par le dominant négatif.

Tout d’abord, l’expression de l’acyl-CoA oxydase, une cible de PPARα dont l’expres-

sion est augmentée en présence de WY-14643, a été mesurée. En situation contrôle (Ad

GFP) ou en présence de COUP-TFII DN (Ad COUP-TFII DN), le WY-14643 induit

l’augmentation des messagers de l’acyl-CoA oxydase (Figure 40a), validant ainsi l’effet

de l’injection de WY-14643. Cette expérience montre également que COUP-TFII DN

n’empêche pas l’induction des cibles de PPARα en réponse à un ligand.

Comme cela a été montré en culture primaire d’hépatocytes (voir Figure 23 p.57), le

WY-14643 est également capable d’induire l’expression de COUP-TFII endogène mais

plus en présence de COUP-TFII DN (Figure 40d).

Parmi les gènes dont l’expression est diminuée en présence de COUP-TFII DN, l’ex-

pression de la CPT-1 et de l’HMG-CoA synthase mitochondriale a été mesurée. Alors

que l’expression de la CPT-1 est fortement réduite en présence de COUP-TFII DN, le

WY-14643 induit son expression d’un facteur 2 (Figure 40b). La forme mitochondriale

de l’HMG-CoA synthase est également induite par le WY-14643 en situation contrôle et

en présence de COUP-TFII DN (Figure 40c).

L’expression de deux gènes codant des enzymes clés de la néoglucogénèse a également

été mesurée : la PEPCK et la glucose-6-phosphatase. En situation contrôle (Ad GFP),

le WY-14643 n’a pas d’effet sur leur expression. En présence de COUP-TFII DN, leur

expression basale est fortement diminuée et le WY-14643 induit une augmentation non

significative de leur expression (Figure 40e, Figure 40f).

Les effets du WY-14643 sur les métabolites sanguins des souriceaux contrôle (Ad

GFP) ou invalidés pour COUP-TFII (Ad COUP-TFII DN) ont été mesurés. COUP-
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TFII DN induit une forte hypoglycémie qui est totalement restaurée en présence de WY-

14643 (Figure 41a). De même, alors que COUP-TFII DN provoque une accumulation de

lactate, le WY-14643 restaure une lactatémie comparable à celle mesurée dans le sang

des souriceaux contrôle (Figure 41c). Le WY-14643 induit également une diminution de

la concentration en pyruvate (Figure 41b). Le WY-14643 n’a aucun effet statistiquement

mesurable sur les paramètres sanguis des souriceaux reçevant l’adénovirus contrôle (Ad

GFP).
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Figure 41 – Effet du WY-14643 sur les concentrations sanguines en glucose, pyruvate et lactate
chez des souris invalidés pour COUP-TFII. Après adénofection, les souris ont reçu par voie sous-
cutanée 15 mg/kg de WY-14643 dilué dans le DMSO ou du DMSO seul, puis les métabolites
ont été dosés 24 heures plus tard sur sang déprotéinisé [Ferré et al., 1979] ; n = 5 animaux par
groupe ; résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 ; ∗∗ : p ≤ 0, 01
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La mesure des corps cétoniques sanguins montre que l’acétoacétate et le β-

hydroxybutyrate ont leur concentration diminuée en présence de COUP-TFII DN et

que l’injection de WY-14643 rétablit les concentrations à des valeurs similaires à celles

mesurées dans la situation contrôle (Figure 42).
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Figure 42 – Effet du WY-14643 sur les concentrations sanguines en corps cétoniques chez des
souris invalidés pour COUP-TFII. Après adénofection, les souris ont reçu par voie sous-cutanée
15 mg/kg de WY-14643 dilué dans le DMSO ou du DMSO seul, puis les métabolites ont été
dosés 24 heures plus tard sur sang déprotéinisé [Ferré et al., 1979] ; n = 5 animaux par groupe ;
résultats représentés sous forme moyenne ± SEM ; ∗ : p ≤ 0, 05 ; ∗∗ : p ≤ 0, 01
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COUP-TFII, en sa qualité de facteur de transcription, contrôle positivement ou né-

gativement l’expression de gènes-cibles impliqués dans de nombreux aspects de la phy-

siologie. Outre son rôle dans les processus de développement, COUP-TFII est beaucoup

étudié pour son implication dans le contrôle de gènes du métabolisme glucido-lipidique

et ses interactions avec d’autres facteurs de transcription impliqués dans ce contrôle du

métabolisme. Ainsi, COUP-TFII est un acteur important de l’adipogénèse [Xu et al.,

2008 ; Okamura et al., 2009 ; Li et al., 2009], du métabolisme des acides gras dans

le muscle [Myers et al., 2006 ; Crowther et al., 2011]. Dans ces tissus, COUP-TFII

contrôle directement l’expression de gènes du métabolisme (Glut4, FABP3, CPT-1B,

etc.), mais également indirectement en modulant l’expression d’autres facteurs de trans-

cription (PPARγ, C/EBPα, etc.). Dans le foie, COUP-TFII contrôle l’expression de

certaines apoliprotéines (AI [Ladias et Karathanasis, 1991] ; CIII [Mietus-Snyder et al.,

1992]), CYP7A1 [Stroup et Chiang, 2000]. De plus, il a été décrit comme un cofacteur

de l’induction du gène codant la PEPCK [Hall et al., 1995 ; De Martino et al., 2004]. La

plupart des études sont en réalité des études in vitro, et la littérature contient très peu

de données sur la fonction de COUP-TFII dans le foie in vivo. Ce travail apporte des

éléments nouveaux concernant la fonction de COUP-TFII dans le métabolisme glucido-

lipidique hépatique chez la souris, dans un modèle nutritionnel particulier et unique au

cours de la vie : l’allaitement. Cette période se caractérise par une adaptation métabo-

lique rapide entre un apport glucidique intra-utérin important et une alimentation lactée

relativement pauvre en glucose et riche en lipides.

1.5 Le métabolisme hépatique post-natal chez la souris

Le travail présenté dans cette thèse décrit pour la première fois le métabolisme

glucido-lipidique dans le foie de souriceau nouveau-né. Ainsi, la survie du souriceau

est dépendante d’une néoglucogénèse active, comme c’est le cas chez le rat, le lapin ou le

porc nouveaux-nés dont le métabolisme est beaucoup mieux caractérisé [revue dans Gi-

rard et al., 1992]. Les niveaux circulants en corps cétoniques rapportés dans cette étude

sont comparables à ceux décrits dans la littérature [Hondares et al., 2010 ; Cotter et al.,

2011]. La glycémie et la concentration sanguine en corps cétoniques augmentent entre

les deux stades de développement étudiés (4 jours et 7 jours) ce qui suggère que, si les

apports alimentaires sont qualitativement semblables, la capacité d’oxydation des acides

gras et de production hépatique de glucose augmentent au moins pendant la première

semaine de vie extra-utérine. Cette hypothèse est renforcée par le fait que la triglycéri-

démie et la concentration hépatique en triglycérides diminuent entre ces deux stades, ce
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qui est vraisemblablement une conséquence de l’augmentation des capacités oxydatives

du foie pendant cette période.

1.6 La régulation transcriptionnelle de COUP-TFII

1.6.1 Régulation hormonale et nutritionnelle

Les résultats présentés dans cette thèse montrent un profil d’expression de COUP-

TFII au cours de l’allaitement que l’on pourrait mettre en parallèle des modifications

nutritionnelles (et les modifications hormonales qui en découlent) au cours de cette pé-

riode. En effet, l’expression de COUP-TFII augmente graduellement dès la naissance puis

diminue progressivement dès que l’alimentation du souriceau devient mixte et commence

à comporter une fraction croissante d’aliment solide plus riche en glucides. L’équipe avait

montré qu’une réalimentation sur un régime riche en glucides après un jeûne court ré-

primait l’expression de COUP-TFII chez la souris adulte [Perilhou et al., 2008a]. De

même, l’insuline seule réprime l’expression de COUP-TFII in vivo au cours du clamp

euglycémique hyperinsulinémique et in vitro en culture primaire d’hépatocyte [Perilhou

et al., 2008a] de façon dépendante de FoxO1. L’exculsion nucléaire de FoxO1 en réponse

à l’insuline fait de ce facteur de transcription un relais « classique » des effets négatifs

de l’insuline. D’autre part il a été montré que l’inhibition de COUP-TFII par le glucose

était ChREBP-dépendante [Perilhou et al., 2008a]. Ce facteur de transcription dont la

localisation subcellulaire est sous contrôle du glucose est le plus souvent décrit comme

un activateur de la transcription, mais certaines données montrent qu’il pourrait agir

comme répresseur, sans que les mécanismes moléculaires soient élucidés [Perilhou et al.,

2008a ; Noriega et al., 2011]. Des expériences non publiées ont également montré que

le blocage de l’action de l’insuline par des anticorps anti-insuline induisait l’augmen-

tation de l’expression de COUP-TFII chez le fœtus. Cependant, la possibilité que ce

blocage de l’action de l’insuline puisse induire la sécrétion de glucagon puis l’expression

de COUP-TFII n’a pas été vérifiée. Si le glucose et l’insuline sont des répresseurs de

l’expression de COUP-TFII dans l’hépatocyte dans des situations post-absorptives ou

lors de la réalimentation, les facteurs responsables de l’augmentation des messagers de

COUP-TFII peu de temps après la naissance, n’étaient pas caractérisés. Outre la levée

de l’inhibition du glucose et de l’insuline, notre étude montre que l’augmentation de la

glucagonémie contribue à la mise en place de ce profil d’expression, in vivo. Le promo-

teur de COUP-TFII contenant un élément de réponse à l’AMPc (CRE pour Cyclic AMP

Response Element) [Soosaar et al., 1996], on peut faire l’hypothèse que l’inductibilité de

COUP-TFII par le glucagon et par l’AMPc implique la même machinerie moléculaire
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que dans le cas d’autres gènes inductibles par l’AMPc : l’activation de la protéine ki-

nase A par l’AMPc permet la phosphorylation de la protéine CREB 10 qui se lie sur le

promoteur des gènes via l’élément CRE. C’est d’ailleurs le cas avec d’autres gènes clés

du métabolisme glucido-lipidique induits dès la naissance par le glucagon via l’AMPc de

façon CRE dépendante comme la CPT-1 [Louet et al., 2002], la PEPCK [Quinn et al.,

1988], . . ., mais également COUP-TFII dans une lignée neuronale [Sabra-Makke et al.,

2010].

Les expériences en culture primaire d’hépatocytes issus de souris adultes n’ont pas

démontré d’effet transcriptionnel des acides gras sur COUP-TFII. Cependant, étant don-

née la grande diversité des espèces lipidiques présentes in vivo au cours de l’allaitement

[Smith et al., 1968] d’une part, et l’existence de nombreux mécanismes liant la pré-

sence d’acides gras à une réponse transcriptionnelle [revue dans Jump, 2002 ; Pégorier,

2008] d’autre part, on ne peut pas exclure que les acides gras aient une influence sur

l’expression de COUP-TFII au cours de l’allaitement. Il est également probable que les

mécanismes en jeu diffèrent entre un hépatocyte isolé de souris adulte et un hépatocyte

de nouveau-né in vivo telle que la synthèse des ligands endogènes issus du métabolisme

des acides gras (voir 1.6.2)NA.

1.6.2 COUP-TFII et PPARα

Nos travaux montrent une interaction entre le récepteur nucléaire PPARα et COUP-

TFII. Au cours de l’allaitement, l’expression de PPARα varie parallèlement à celle de

COUP-TFII. Alors qu’une étude récente évoque un contrôle négatif de COUP-TFII sur

PPARα [Ma et al., 2011], plusieurs arguments expérimentaux suggèrent que PPARα

contrôle l’expression de COUP-TFII via sa liaison sur le promoteur de COUP-TFII au

niveau de l’élément de réponse de type DR-1 :

1. COUP-TFII est moins exprimé dans le foie de souris déficientes en PPARα et dans

les hépatocytes isolés de ces mêmes souris ;

2. l’expression de COUP-TFII est augmentée lorsqu’on active in vivo et in vitro phar-

macologiquement PPARα avec un agoniste spécifique ;

3. PPARα active un gène rapporteur comportant le promoteur de COUP-TFII uni-

quement si l’élément DR-1, caractérisé comme un motif capable d’interagir avec

PPARα, est intact.

Certains acides gras sont connus pour être des activateurs de PPARα, notamment le

linoléate [Kliewer et al., 1997]. Le fait que les acides gras testés n’induisent pas de mo-

10. Cyclic AMP Response Element Binding
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dification de l’expression de COUP-TFII peut parâıtre paradoxal. Cependant, PPARα

n’est pas le seul relais transcriptionnel des acides gras [Pégorier, 2008]. Les ligands na-

turels de PPARα sont soit des acides gras plus longs et plus insaturés que ceux testés

en culture primaire (tels que l’EPA 11, le DHA 12), soit des dérivés issus de leur méta-

bolisme dans les voies des cyclo- ou lipo-oxygénases (leukotriène B4, prostacyclines, . . .)

[revue dans Jump et Clarke, 1999]. Aucune étude n’a jusqu’à présent montré que ces

voies métaboliques étaient actives dès la naissance.

1.7 La fonction de COUP-TFII

L’augmentation de l’expression de COUP-TFII au cours des premiers jours de vie

extra-utérine suggère qu’en partenariat avec d’autres facteurs de transcription (PPARα,

HNF-4α, etc.), il pourrait participer au contrôle et à la mise en place de la machinerie

métabolique hépatique du souriceau nouveau-né, d’autant plus que COUP-TFII est un

régulateur connu du métabolisme glucido-lipidique dans d’autres tissus.

Les deux stratégies d’invalidation utilisées pour étudier la fonction de COUP-TFII

donnent des résultats différents quantitativement mais tout à fait similaires qualitati-

vement. Le fait que le phénotype des souris invalidées par ARN-interférence soit moins

marqué est probablement lié à l’approche employée : alors que l’invalidation fonction-

nelle permet de titrer la protéine endogène, l’invalidation génique n’est pas totale et

la persistance d’une quantité non négligeable de COUP-TFII endogène (40%) pour-

rait rendre compte de ces différences. Cet effet est probablement renforcé, dans un tel

contexte de croissance du souriceau et proportionnellement du foie, par un phénomène de

« dilution », dans lequel la proportion de cellules exprimant la construction adénovirale

diminuerait au fil des divisions cellulaires. Toutefois, la similitude des résultats sur un

plan qualitatif permet que les résultats obtenus par ces deux approches soient discutés

conjointement.

Le phénotype le plus marqué après l’invalidation de COUP-TFII dans l’hépatocyte de

nouveau-né est la diminution de la glycémie. Cette hypoglycémie est vraisemblablement

la conséquence d’évènements géniques et métaboliques. Sur le plan métabolique, la dimi-

nution de la glycémie peut résulter d’une augmentation de son utilisation à production

constante, d’une diminution de sa production à utilisation constante, ou d’une situa-

tion intermédiaire. Cependant, le tropisme adénoviral fait que plus de 95% du matériel

exogène s’exprime dans l’hépatocyte, excluant des effets périphériques directs qui modi-

11. acide eicosapentaénöıque
12. acide docosahexaénöıque
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fieraient l’utilisation du glucose par d’autres tissus. D’autre part, les résultats montrent

clairement une diminution de la production hépatique de glucose. La PEPCK catalyse

l’étape considérée comme régulatrice et limitante de la néoglucogénèse. Les résultats

mettent en évidence une forte diminution de l’expresion du gène codant la PEPCK.

Dans la littérature, plusieurs travaux rapportent le rôle qu’exerce COUP-TFII dans le

contrôle transcriptionnel de cette enzyme dans le foie [Hall et al., 1995 ; De Martino

et al., 2004], mais aussi dans le tissu adipeux blanc [Eubank et al., 2001 ; Beale et al.,

2003]. Les résultats montrent également une diminution de l’expression de la glucose-6-

phosphatase qui catalyse la dernière étape de la néoglucogénèse. Les relations entre la

G-6-Pase et COUP-TFII n’ont pas été étudiées et aucune donnée ne permet de dire si

COUP-TFII contrôle directement ou indirectement l’expression de son gène. Le promo-

teur de la G-6-Pase contient un élément de type DR-1 fonctionnel [Im et al., 2011] et

est inductible par des agonistes de PPARα [Chatelain et al., 1998 ; Im et al., 2011]. On

peut donc supposer que la G-6-Pase pourrait être contrôlée par des récepteurs nucléaires

comme COUP-TFII.

Toutefois, si la diminution de l’expression de la PEPCK est en accord avec les don-

nées de la littérature, elle n’explique pas à elle seule l’hypoglycémie observée. En effet,

la production de phosphoénolpyruvate à partir de l’oxaloacétate, étape catalysée par

la PEPCK, n’est pas inhibée par l’invalidation de COUP-TFII suggérant que l’activité

résiduelle de la PEPCK est suffisante et que par conséquent d’autres étapes de la néo-

glucogénèse sont affectées.

La technique du cross-over apporte des informations plus précises sur la voie de

la néoglucogénèse dans l’hépatocyte. Deux étapes sont altérées dans les deux modèles

d’invalidation utilisés dans cette étude :

1. la conversion du pyruvate en oxaloacétate, réaction catalysée par la pyruvate car-

boxylase ;

2. la conversion du 3-phosphoglycérate en dihydoxyacétone phosphate, réaction qui

fait intervenir successivement la phosphoglycérate kinase, la glyceraldéhyde-3-phos-

phate deshydrogénase et la triose phosphate isomérase.

Dans la mitochondrie, le devenir métabolique du pyruvate est orienté soit vers la

conversion en oxaloacétate (via la PC) soit vers la synthèse d’acétyl-CoA (via la pyruvate

deshydrogénase, PDH). Physiologiquement, la pyruvate deshydrogénase est inhibée par

l’augmentation des rapports NADH+H+/NAD, ATP/ADP et acétyl-CoA/CoA, ainsi

que par les acides gras à châıne longue [revue dans Wieland, 1983]. Une modification de

ces paramètres peut donc entrâıner un déséquilibre de la répartition métabolique du py-

ruvate soit vers la carboxylation en oxaloacétate soit la décarboxylation en acétyl-CoA.
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Cependant, les concentrations en pyruvate sont inchangées ou augmentées chez les souris

invalidés pour COUP-TFII, suggérant que l’inhibition de la conversion du pyruvate en

oxaloacétate n’est pas due à une augmentation de sa décarboxylation en acétyl-CoA par

la pyruvate deshydrogénase. En revanche, alors que l’entrée du pyruvate dans la mito-

chondrie dépend d’un échange avec l’acétoacétate [Scholz et al., 1978], la diminution de

la production et donc de la sortie d’acétoacétate pourrait rendre compte d’une diminu-

tion du captage mitochondrial du pyruvate et donc de sa carboxylation en oxaloacétate.

En effet, il est établi que l’augmentation de l’oxydation des acides gras stimule le flux de

carboxylation du pyruvate par la pyruvate carboxylase via l’augmentation de l’échange

mitochondrial pyruvate/acétoacétate [Agius et Alberti, 1985 ; Bizeau et al., 2001]. La

diminution de la disponibilité en acétyl-CoA, un activateur allostérique de la pyruvate

carboxylase [Jitrapakdee et Wallace, 1999], contribue d’autant plus à la diminution du

flux de pyruvate à travers la pyruvate carboxylase.

La seconde inhibition (la conversion du 3-phosphoglycérate en dihydoxyacétone

phosphate, réaction qui fait intervenir successivement la phosphoglycérate kinase, la

glyceraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase et la triose phosphate isomérase) pourrait

s’expliquer par :

1. une diminution de la disponibilité en ATP nécessaire à la conversion du 3-phospho-

glycérate en 1,3-diphosphoglycérate catalysée par la phosphoglycérate kinase ;

2. une diminution de la disponibilité en NADH+H+ nécessaire à la conversion du 1,3-

diphosphoglycérate en glycéraldéhyde-3-phosphate catalysée par la glyceradéhyde-

3-phosphate deshydrogénase ;

3. une inhibition de la triose phosphate isomérase.

Les concentrations hépatiques en ATP n’ont pu être mesurées en raison de la petite

taille des échantillons de foie chez le nouveau-né de souris. Toutefois, il a été montré,

chez le rat, que la variation du rapport de concentrations ATP/ADP était de faible

amplitude dans des situations ou l’oxydation des acides gras est fortement modulée

expérimentalement [Ferré et al., 1979]. Pour cette raison, il est peu probable que le

second cross-over soit consécutif à une diminution de la disponibilité en ATP bien que

cette éventualité ne puisse être définitivement écartée.

La triose phosphate isomérase est une enzyme qui catalyse une réaction réversible

et à l’équilibre entre le dihydroxyacétone-phosphate (DHAP) et le glyceraldéhyde-3-

phosphate. Cette réaction ne nécessite pas de cofacteurs, et les concentrations en DHAP

sont inchangées. Il est donc peu probable que le second cross-over s’explique par une

inhibition de cette enzyme.
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Chez les souris invalidées pour COUP-TFII, les rapports de concentration lactate/

pyruvate, glycérol-3-phosphate/DHAP sont diminués respectivement. Le rapport β-

hydroxybutyrate/acétoacétate est également diminué. Les réactions lactate 
 pyruvate,

glycérol-3-phosphate 
 DHAP, β-hydroxybutyrate 
 acétoacétate sont étroitement dé-

pendantes de la disponibilité relative en NADH+H+, ou plus précisément du rapport

NADH+H+/NAD+, c’est à dire du statut d’oxydo-réduction cytosolique (pour les deux

premières réactions) ou mitochondrial (pour la troisième). Puisque la glyceraldéhyde-3-

phosphate deshydrogénase utilise également du NADH+H+ lorsque le flux est orienté

dans le sens de la production de glucose, une diminution de la disponibilité en NADH+H+

peut être à l’origine de l’inhibition de l’étape catalysée par la glyceraldéhyde-3-phosphate

deshydrogénase, expliquant le second cross-over.

Comme décrit en 2.2.2.2, page 20, l’acétyl-CoA et les coenzymes réduits tels que le

NADH+H+ nécessaires à la néoglucogénèse sont fournis par la β-oxydation mitochon-

driale des acides gras ; les nucléotides triphosphates (ATP, GTP) sont produits dans

la châıne respiratoire par l’oxydation des coenzymes réduits issus de β-oxydation (voir

Figure 6 p. 24). Une diminution de l’oxydation des acides gras entrâıne une baisse de

la disponibilité en NADH+H+, en acétyl-CoA, en nucléotides triphosphates, dont la

conséquence est une diminution de la néoglucogénèse.

La mesure de l’oxydation des acides gras chez le nouveau né est techniquement peu

accessible puisqu’elle fait appel à des traceurs radiomarqués. En revanche, une approche

indirecte par la mesure des concentrations sanguines et hépatiques en corps cétoniques

(acétoacétate, β-hydroxybutyrate) est facilement réalisable.

Les concentrations circulantes en corps cétoniques sont diminuées chez les souris

invalidées pour COUP-TFII. Les corps cétoniques étant des substrats énergétiques in-

dispensables au fonctionnement d’organes non utilisateurs des acides gras comme les

neurones [Cotter et al., 2011], cette diminution pourrait être causée par une augmen-

tation compensatoire de leur utilisation périphérique par de tels organes lorsque la dis-

ponibilité en glucose est réduite. En effet, l’hypoglycémie associée à une hypocétonémie

est de plus mauvais pronostic et la disponibilité en corps cétoniques retarde l’apparition

de séquelles neurologiques [Schutz et al., 2011], ce qui montre que les corps cétoniques

peuvent, dans une certaine mesure, compenser une baisse de la disponibilité en glu-

cose. Bien que l’utilisation périphérique des corps cétoniques n’a pas été mesurée, leurs

concentrations intrahépatiques sont diminuées. Au cours de l’allaitement, le foie, qui pro-

duit l’essentiel des corps cétoniques circulants est exportateur net de corps cétoniques

suggérant que la diminution de la cétonémie est la conséquence d’une diminution de

l’oxydation mitochondriale des acides gras.
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Cette diminution de l’oxydation mitochondriale des acides gras est probablement

reliée à la diminution de l’expression des gènes codant FABP-1 et CPT-1, intervenant

respectivement dans le transport cytosolique et mitochondrial des acides gras.

Les récepteurs nucléaires COUP-TFI et COUP-TFII sont des régulateurs positifs

connus de m-CPT-1 et de FABP3 dans le muscle [Myers et al., 2006], et les résultats

obtenus suggèrent que COUP-TFII pourrait être également un régulateur direct de l’ex-

pression de la CPT-1 et de FABP1 dans l’hépatocyte.

La diminution de la production de corps cétoniques dans le foie des souris invalidées

pour COUP-TFII est également due à la diminution de l’expression de la mHMG-CoA

synthase qui catalyse la réduction de l’acétoacétate en β-hydroxybutyrate. COUP-TF

(sans distinction entre la forme I et II) est un régulateur positif de son expression [Ro-

dŕıguez et al., 1997 ; Hegardt, 1998] dans la lignée hépatocytaire HepG2, et ces nouvelles

données suggèrent que COUP-TFII pourrait contrôler son expression dans un contexte

physiologique.

Si COUP-TFII contrôle des gènes de l’oxydation des acides gras et de la néoglu-

cogénèse, la diminution de la production hépatique de glucose semble être davantage

une conséquence de la diminution de l’oxydation des acides gras que de la diminution

de l’expression des gènes de la néoglucogénèse à proprement dit. Pour cet aspect, des

conclusions similaires ont été rapportées dans d’autres modèles animaux d’invalidation

génique.

Un tel phénotype d’hypoglycémie consécutive a une diminution de l’oxydation des

acides gras s’observe chez les souris totalement invalidées pour PPARα. Le phénotype

des souris PPARα−/−au cours de l’allaitement n’a pas été étudié. En revanche, les effets

de l’invalidation sur le métabolisme hépatique au cours du jeûne chez l’adulte sont bien

caractérisés. Les souris sont hypoglycémiques et hypocétonémiques et ont des concentra-

tions plasmatiques et hépatiques en acides gras libres fortement augmentés, conséquences

directes de la diminution de la capacité oxydative du foie consécutive à l’absence d’in-

duction de gènes clés contrôlés par PPARα [Kersten et al., 1999 ; Le May et al., 2000].

Au niveau biochimique, il y a une diminution quantitative de la β-oxydation des acides

gras, comme dans le cas de l’invalidation de COUP-TFII. Cependant, dans le foie des

souris PPARα−/−, l’inhibition de la β-oxydation est liée a une rétro-inhibition des de-

shydrogénases de l’hélice de Lynen par un excès d’acétyl-CoA, consécutif à la diminution

de l’expression de la mHMG-CoA synthase [Le May et al., 2000]. Ce n’est pas le cas chez

les souris invalidées pour COUP-TFII où, même si la cétogénèse est diminuée, il n’y a

pas d’accumulation d’acétyl-CoA, suggérant que l’inhibition de la β-oxydation est causée

par un défaut dans le métabolisme des acides gras en amont de l’hélice de Lynen.
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Les souris PGC-1α−/−constituent un autre modèle de souris transgéniques présen-

tant un défaut de néoglucogénèse et de cétogénèse [Burgess et al., 2006]. L’expression de

gènes hépatiques comme la PEPCK, la pyruvate carboxylase ou la G-6-Pase n’est pas

modifiée, même si PGC-1α participe au contrôle transcrptionnel de ces gènes [Lin et al.,

2005]. En revanche, le flux de β-oxydation et l’activité du cycle de Krebs sont diminués

consécutivement à la réduction du niveau d’expression des gènes codant les enzymes de

ces voies métaboliques. Les raisons de la diminution de la production hépatique de glu-

cose ne sont toutefois pas explicitées. Elle serait consécutive à un défaut énergétique (il

y a effectivement une diminution de la concentration en ATP), alors que la disponibilité

en NADH+H+ est fortement augmentée [Burgess et al., 2006]. Cette étude montre ce-

pendant à nouveau que la néoglucogénèse hépatique est étroitement liée à d’autres voies

métaboliques productrices d’énergie comme la β-oxydation ou le cycle de Krebs.

La diminution de l’oxydation des acides gras malgré un apport lipidique supposé

constant semble se traduire par une accumulation hépatique et sanguine des triglycé-

rides alimentaires ou néosynthétisés. Le métabolisme des triglycérides débute par leur

hydrolyse qui permet la libération d’acides gras libres. Ces acides gras libres peuvent alors

entrer dans l’hépatocyte 13 et après activation sous forme d’acyl-CoA être soit oxydés,

soit ré-estérifiés sous forme de triglycérides (Figure 44).

La diminution de la concentration hépatique en acides gras libres chez les souriceaux

COUP-TFII DN pourrait alors être la conséquence d’une diminution de l’hydrolyse des

triglycérides, une diminution de leur captage, ou bien d’une augmentation de la capa-

cité de l’hépatocyte à ré-estérifier les acides gras intracellulaires. La première hypothèse

semble peu probable dans la mesure où l’expression de la lipase hépatique 14 n’est pas

modifiée.

Dans le présent travail, le captage des acides gras n’a pas été expérimentalement

mesuré mais peut, en revanche, être estimé comme étant égal à la somme de l’oxyda-

tion et de l’estérification des acides gras, ce qui est classiquement admis. Si l’on admet

que l’hépatocyte métabolise la totalité des acides gras libres captés, deux cas de figure

peuvent se présenter :

1. le captage des acides gras est équivalent chez les souris contrôles et les souris invali-

dées, impliquant que chez ces dernières l’estérification des acides gras est augmen-

tée puisque leur oxydation mitochondriale est réduite ; cette hypothèse pourrait

rendre compte de l’augmentation de la concentration en triglycérides dans le foie

des souris invalidées pour COUP-TFII ;

13. les mécanismes de transport des acides gras ne sont pas clairement caractérisés, voir 2.2.2.3 p.23
14. hepatic lipase, codée par le gène LIPC
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2. la diminution des concentration en acides gras libres hépatiques est consécutive à

une diminution de leur captage ; dans cette hypothèse, l’oxydation des acides gras

étant effectivement réduite, cela implique que la ré-estérification des acides gras en

triglycérides est également diminuée, ce qui ne semble pas être le cas sauf si l’on

admet que l’augmentation de la concentration hépatique en triglycérides n’est pas

liée à la synthèse des triglycérides mais à une diminution de leur exportation sous

forme de VLDL.

COUP-TFII est un régulateur de certaines apolipoprotéines, notamment ApoCIII

[Reue et al., 1988 ; Ladias et Karathanasis, 1991 ; Mietus-Snyder et al., 1992], un com-

posant des lipoprotéines de très faible densité synthétisé par le foie dont COUP-TFII

semble réprimer l’expression. L’ApoCIII est en outre un inhibiteur de la lipoprotéine

lipase et de la lipase hépatique, et inhibe l’import de lipoprotéines riches en triglycérides

[Mendivil et al., 2010]. Ainsi, un déséquilibre du contrôle de son expression pourrait

contribuer à la diminution des concentrations intrahépatiques en acides gras libres et à

l’augmentation de la triglycéridémie.

Tous ces mécanismes restent bien évidemment spéculatifs et nécessitent d’êtres ex-

plorés expérimentalement (voir Perspectives, page 90).

1.8 COUP-TFII et voie Wnt/β-caténine

La répartition des inclusions lipidiques est probablement à mettre en relation avec la

zonation métabolique hépatique dont la mise en place est progressive [Andersen et al.,

1983 ; Jungermann, 1986], expliquant ainsi la divergence du phénotype entre les souri-

ceaux de 4 jours chez lesquels la polarisation porto-centrale n’est pas encore mise en place,

et les souriceaux de 7 jours où il existe alors une zonation métabolique plus marquée.

Si l’hétérogénéité en terme d’équipement enzymatique du métabolisme des glucides et

des lipides est connue, il n’y a pas de données moléculaires permettant d’expliquer cette

zonation de la répartition des inclusions lipidiques. On peut toutefois suggérer que cette

polarisation est médiée par un gradient d’activité Wnt/β-caténine [Benhamouche et al.,

2006] et est sous le contrôle d’un gradient d’activité de facteurs de transcription et des

gènes qu’ils contrôlent, facteurs de transcription dont COUP-TFII pourrait faire partie.

En effet, des données non publiées montrent que dans le foie, l’expression de COUP-TFII

varie selon l’état d’activation de la voie Wnt/β-caténine, COUP-TFII étant alors pro-

bablement une cible de la voie. En outre, des données préliminaires chez la souris adulte

montrent une augmentation de l’expression de la β-caténine après invalidation hépatique

de COUP-TFII par shRNA, suggérant que ces facteurs de transcription sont mutuelle-
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ment contrôlés. Dans la cellule β, COUP-TFII intéragit avec la voie Wnt/β-caténine

en permettant son activation par le GLP-1[Boutant et al., 2012b], ce qui constitue un

élément supplémentaire quant à la relation entre ces facteurs de transcription.

1.9 Restauration du phénotype par une activation phar-

macologique de PPARα

L’intérêt d’étudier les effets d’une activation pharmacologique aiguë du récepteur

PPARα était de vérifier la capacité de l’hétérodimère PPARα/RXR à activer ses gènes

cibles, ce qui confirmerait que le phénotype des souris COUP-TFII DN n’est pas lié à une

diminution de la disponibilité en RXR (voir 3.2.3 p. 39) ou en cofacteurs transcription-

nels. C’est en effet le cas, puisque le WY-14643 induit une expression de gènes cible de

PPARα tels que l’acyl-CoA oxydase, la CPT-1 et la mHMG-CoA synthase à un niveau

comparable à celui mesuré chez les souris contrôles.

Au-delà des effets géniques, l’activation de PPARα induit des modifications méta-

boliques marquées. Alors qu’elle n’a aucun effet chez les souriceaux contrôle, suggérant

que l’activité oxydative n’est pas limitée par le niveau d’expression des enzymes dont

l’expression est peut-être déjà maximale, l’oxydation des acides gras semble rétablie à

un niveau normal chez les souriceaux invalidés pour COUP-TFII, d’après les niveaux

circulants de corps cétoniques qui retrouvent des concentrations physiologiques compa-

rables à celles mesurées chez les témoins. De plus, la glycémie est également rétablie à

un niveau physiologique alors qu’elle est inchangée dans les conditions contrôle (GFP).

Ceci suggère que le phénotype hypoglycémique est bien lié a un défaut d’oxydation des

acides gras, défaut qui est totalement restauré si l’on stimule l’expression de gènes de

l’oxydation des acides gras.

De façon tout à fait paradoxale, le WY-14643 semble avoir un effet inducteur sur la

PEPCK en présence de COUP-TFII DN alors qu’il n’a aucun effet chez le souriceaux

contrôle. Si plusieurs articles évoquent la capacité de PPARα à se lier au promoteur de

la PEPCK in vitro [Juge-Aubry et al., 1997] et in vivo [Scribner et al., 2007] via des

éléments de réponse de type RARE 15 capables de lier, entre autres, PPARα [Juge-Aubry

et al., 1997 ; Shin et al., 2002 ; Scribner et al., 2007], rien ne semble évoquer que PPARα

soit effectivement impliqué dans le contrôle de l’expression de la PEPCK dans le foie.

Dans l’adipocyte, PPARγ contrôle l’expression de la PEPCK via un élément de type

15. Retinöıc Acid Response Element, c’est en fait un élément DR-1
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DR-1 [Glorian et al., 2001], où il est indispensable à son expression 16. L’acquisition d’une

inductibilité de la PEPCK par le WY-14643 repose peut-être sur la modification d’une

compétition de liaison entre COUP-TFII et PPARα sur le même élément de réponse du

promoteur de la PEPCK. Ainsi, en absence de COUP-TFII et donc d’une diminution

basale de l’expression de la PEPCK, l’activation de PPARα et sa liaison sur l’élément de

type RARE du promoteur de la PEPCK induit son expression. Cependant, COUP-TFII

et PPARα semblent

1. avoir des affinités différentes pour les trois éléments RARE du promoteur de la

PEPCK ;

2. se lier chacun préférentiellement à des éléments différents [Scribner et al., 2007].

Une hypothèse comparable peut être formulée pour la G-6-Pase dont le profil d’expression

est similaire et qui est également potentiellement activable par PPARα [Chatelain et al.,

1998 ; Im et al., 2011].

Dans cette expérience, l’expression de COUP-TFII est induite par le WY-14643, un

résultat attendu puisque ce même agoniste de PPARα induit l’expression de COUP-TFII

en culture primaire d’hépatocytes. Cependant, l’absence d’induction de l’expression de

COUP-TFII par le WY-14643 en présence du dominant négatif de COUP-TFII est à

l’heure actuelle inexpliquée. On pourrait émettre l’hypothèse selon laquelle COUP-TFII

constitue un élément requis dans les mécanismes régissant sa propre expression. Cepen-

dant, on ne mesure aucune diminution de l’expression basale de COUP-TFII endogène

en absence de COUP-TFII DN. On peut toutefois supposer que COUP-TFII soit un

coactivateur de l’expression des gènes par PPARα, dont son propre gène. Cette hypo-

thèse très spéculative concorderait à la fois avec l’absence d’induction de COUP-TFII

par le WY-14643 en présence de la forme dominante négative, et avec la diminution de

l’expression de gènes contrôlés également par PPARα.

Au niveau moléculaire, les mécanismes de diminution de l’expression des gènes suite

a l’invalidation de COUP-TFII restent à caractériser. Si la plupart de ces gènes sont

des cibles caractérisées de COUP-TFII, dans le foie ou d’autres tissus, certains comme

la CPT-1, la mHMG-CoA synthase sont également des cibles transcriptionnelles de

PPARα. Une étude de Marcus et al. [1996] décrit COUP-TFII comme un inhibiteur

de l’expression induite par PPARα, ce qui peut être paradoxal avec le phénotype ob-

servé. Cependant, dans cette étude in vitro, l’inhibition par COUP-TFII réside dans

l’occupation du site de liaison de PPARα, cette occupation pouvant activer l’expression

des gènes dans un autre contexte. En revanche, cette étude apporte des éléments com-

16. la PEPCK dans l’adipocyte est requise pour la glycéronéogénèse, synthese de novo du glycérol
utilisé pour ré-estérifier les acides gras en triglycérides pour stockage
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patibles avec l’apparente induction des gènes comme la G-6-Pase et la PEPCK par le

WY-14643 en absence de COUP-TFII.
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Ce travail pose les bases de l’étude de la fonction hépatique du récepteur nucléaire

COUP-TFII. Il ouvre également de nombreuses questions.

En tout premier lieu, les mécanismes moléculaires à l’origine du phénotype observé

doivent être étudiés plus précisément. Des techniques d’étude des interactions protéine-

ADN (retardement sur gel, immunoprécipitation de la chromatine) permettront de déter-

miner les gènes cibles directs de COUP-TFII puis de déterminer son rôle dans le contrôle

transcriptionnel de ces gènes afin de le positionner dans le réseau complexe de facteurs

de transcription et de récepteurs nucléaires. En effet, si une partie du fonctionnement de

COUP-TFII réside dans l’activation transcriptionnelle directe, son rôle dans le contrôle

de l’expression des gènes passe aussi dans ses capacités d’interaction avec d’autres récep-

teurs nucléaires. La régulation des cibles communes à PPARα et COUP-TFII réside-t-elle

dans une compétition de liaison, une activation synergique ?

Au niveau métabolique, une étude plus précise du métabolisme des acides gras en uti-

lisant de l’oléate radiomarqué, par exemple, apporterait des informations sur les points

de régulation affectés par COUP-TFII. Même si la combinaison d’approches adénovirales

et de traçage radioactif est techniquement complexe, elle permettrait d’étudier précisé-

ment le devenir des acides gras du lait dans le foie de souris invalidées pour COUP-TFII.

Y a-t-il une modification de l’import hépatique des acides gras, de leur estérification en

plus d’une diminution de leur de leur oxydation ? En ce qui concerne le métabolisme

des lipoprotéines, dont l’altération pourrait contribuer au phénotype observé, la mesure

de l’expression d’apolipoprotéines consitutant les VLDL (apoCII, apoCIII, apoB-100) ou

des LDL (apoB-100), et d’enzymes telles que la lipoprotéine lipase ou la MTP 17, permet-

trait d’élucider le rôle de COUP-TFII. L’émergence de techniques d’étude métabolique

à petite échelle in vitro rend également possible la mesure du statut d’oxydoréduction

de cellules, de la production de CO2, de l’ATP-métrie, etc.

Ensuite, l’étude du rôle de COUP-TFII doit être poursuivie en combinant d’autres

modèles et d’autres outils : souris adultes dans des situations nutritionnelles physiolo-

giques (alimentation selon le rythme nycthéméral), soumises au jeûne ou à des régimes

modifiant le métabolisme glucido-lipidique hépatique (régime riche en glucides, en li-

pides, etc.), tout en modulant l’activité de COUP-TFII (shRNA, dominant négatif, mais

aussi surexpression).

Plusieurs données suggèrent que COUP-TFII et la voie de la β-caténine pourraient

être mutuellement contrôlés. L’étude plus approfondie de ces relations permettrait de

préciser la contribution de COUP-TFII dans le phénomène de zonation hépatique.

Enfin, COUP-TFII en sa qualité de facteur de transcription est peut être impliqué

17. Microsomal Triglyceride transfer Protein, impliquée dans l’assemblage des lipoprotéines
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dans d’autres aspects de la physiologie, à l’image de PPARα ou HNF-4α qui, dans le

foie, ont de nombreux rôles. De ce fait, il est envisageable que COUP-TFII contrôle le

développement hépatique, la plasticité hépatique (prolifération cellulaire, différenciation,

apoptose), le métabolisme des xénobiotiques, etc.

Plus largement, l’étude du rôle de COUP-TFII dans le métabolisme glucido-lipidique

pourrait être étendue à l’homme. Si un polymorphisme détecté dans 14% de la population

situé dans le promoteur de COUP-TFII est statistiquement associé à une diminution de

l’insulinémie à jeun et une diminution de l’indice HOMA-IR 18, les mécanismes molécu-

laires reliant une éventuelle modification de l’expression de COUP-TFII à ces paramètres

métaboliques sont inconnus. Plus précisément, quelle est la part relative des différents

organes du métabolisme glucido-lipidique dans l’émergence de ce phénotype ?

Le développement de bibliothèques de tissus normaux et pathologiques (stéatosiques

avec ou sans inflammation, fibrosés, cancéreux, etc.), issus de patients sains, obèses et/ou

diabétiques, rend plus accessibles les études chez l’homme. Ainsi, la mesure du niveau

d’expression de COUP-TFII dans différentes situations (normale, insulinorésistance, obé-

sité, stéatose voire fibrose, carcinome hépatocellulaire, etc.) donnerait des renseignements

capitaux concernant la régulation de l’expression de COUP-TFII et sa fonction dans le

métabolisme glucido-lipidique et le développement des pathologies hépatiques. Quelle est

l’expression et la contribution de COUP-TFII dans un modèle d’accumulation de trigly-

cérides comme la stéatose hépatique ? dans une situation où l’insulinorésistance entraine

l’absence d’inhibition de la production hépatique de glucose, contribuant a l’hyperglycé-

mie du diabétique ?

Sachant que COUP-TFII contrôle l’expression de certaines apolipoprotéines, quelle

est son implication dans les dérèglements du métabolisme des lipoprotéines observés en

cas d’insulinorésistance, de diabète insulinopénique, de diabète de type 2 ?

Enfin, existe-t-il d’autres mutations dans les régions régulatrices ou codantes de

COUP-TFII associées à des modifications de paramètres du métabolisme hépatique (in-

sulinosensibilité, capacité oxydative, lipogénèse, . . .) ? à des pathologies (stéatose, insu-

linorésistance, diabètes génétiques, etc.) ?

18. l’indice HOMA-IR, pour HOmeostasis Model Assessment of Insulin Resistance, calculé à partir de
l’insulinémie et de la glycémie à jeun, est un index permettant d’estimer l’insulinorésistance d’un sujet
[Gayoso-Diz et al., 2011]

91





Conclusion générale







COUP-TFII

PPARα

AMPc

insuline

glucagon

glucose

acides gras

PEPCK G-6-Pase

ACS

CPT-1

β-oxydation
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Figure 45 – Schéma récapitulatif de la régulation et du rôle de COUP-TFII



Conclusion générale

L’utilisation combinée d’un modèle-outil particulier comme l’allaitement et d’ap-

proches d’invalidation aiguës a permis de mettre en évidence la fonction de COUP-TFII

et ainsi de participer à la compréhension de la régulation du métabolisme hépatique en

général. Ainsi, COUP-TFII s’inscrit dans un réseau de coordination et de régulation de

l’expression de gènes clés du métabolisme. En contrôlant synergistiquement des gènes du

métabolisme glucido-lipidique, des récepteurs nucléaires tels que PPARα et COUP-TFII

sont un lien génique entre des voies métaboliques énergétiquement interdépendantes

comme le sont la β-oxydation des acides gras et la production hépatique de glucose par

la voie de la néoglucogénèse.

L’ensemble du travail présenté dans cette thèse montre que COUP-TFII est un régu-

lateur indispensable de l’oxydation des acides gras et de la néoglucogénèse au cours de

l’allaitement et est peut être impliqué dans le métabolisme hépatique à l’âge adulte. Il

est particulièrement important de comprendre les mécanismes sous-jacents au contrôle

de l’oxydation des acides gras, de leur importation de leur stockage dans le foie, dans la

mesure ou la stéatose est une cause majeure d’insulinorésistance hépatique. Les consé-

quences de cette résistance à l’insuline sont l’exacerbation de la β-oxydation des acides

gras, normalement inhibée par l’insuline, supportant une activité néoglucogénique élevée

qui contribue à l’hyperglycémie du diabète de type 2.

Ces données s’ajoutent aux données de l’équipe qui a montré l’implication de COUP-

TFII dans la cellule β, un tissu majeur de la physiopathologie du diabète de type 2 19.

Dans ces cellules productrices d’insuline, COUP-TFII contrôle la mise en place post-

natale et la fonction de la réponse sécrétoire au glucose. En outre, un polymorphisme dans

le promoteur de COUP-TFII est associé à une modifications des paramètres métaboliques

chez l’homme (insulinémie à jeun, insulinosensibilité) [Boutant et al., 2012a]. Enfin,

COUP-TFII dans le système nerveux central est impliqué dans les mécanismes de réponse

à l’hypoglycémie provoquée par l’insuline 20, un mécanisme dont le défaut est une des

conséquences dangereuses du traitement chronique à l’insuline.

Ainsi, dans un contexte de santé publique où les maladies métaboliques ont une

prévalence de plus en plus forte en raison de la profonde modification du mode de vie

(activité physique, alimentation), l’appréhension des mécanismes régulateurs du méta-

bolisme glucido-lipidique est d’une importance capitale.

19. Annexe 6 p.103
20. Annexe 7 p.104
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La technique du cross-over

L’influence globale d’une situation expérimentale « X » donnée sur une voie métabolique

peut être délicate à mesurer. La technique du cross-over est une méthode de représentation

relative qui permet de localiser les effets d’une situation expérimentale « X » sur une voie

métabolique. Considérons une voie métabolique fictive permettant la transformation de A

en E en quatre étapes catalysées par quatre enzymes distinctes (a . . . d), dans laquelle le

produit d’une réaction devient le substrat de la réaction suivante, comme dans :

A
a−→ B

b−→ C
c−→ D

d−→ E

Si l’on a accès aux concentrations des intermédiaires A, B, C, D et E dans une situation

témoin et une situation expérimentale « X », on peut les représenter de façon relative, c’est

à dire qu’on exprime chaque valeur mesurée dans la situation « X » en fonction de celle

mesurée dans la situation témoin. Il peut se présenter deux cas de figure :

1. une étape est stimulée dans la situation « X » : les concentrations des intermédiaires

en amont sont diminuées et celles en aval sont augmentées (exemple Figure A) ;

2. une étape est inhibée dans la situation « X » : les concentrations des intermédiaires en

amont sont augmentées du fait de leur accumulation et celles en aval sont diminuées

(exemple Figure B).
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a – cas d’un cross-over positif ;
l’étape catalysée par c est stimulée

A B C D Ea b c d

b – cas d’un cross-over négatif ;
l’étape catalysée par c est inhibée

situation témoin situation « X »

Annexe 1 – Notice explicative de la représentation en cross-over
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4,5 jours 7,5 jours
dosages sanguins GFP COUP-TFIIDN GFP shCOUP-TFII

glucose

(mg/L)
0,72 ± 0,05 0,29 ± 0,07 1,2 ± 0,03 1,0 ± 0,04

pyruvate

(µmol/L)
185,3 ± 38 186,3 ± 17 234,0 ± 40 195,1 ± 21

lactate

(µmol/L)
1,7 ± 0,12 3,13 ± 0,4 2,28 ± 0,11 1,98 ± 0,22

acétoacétate

(µmol/L)
259,1 ± 14,7 116,4 ± 19,3 312,7 ± 23,3 314,1 ± 42,7

ß-hydroxybutyrate

(µmol/L)
800,3 ± 98,3 232,1 ± 50,4 1341 ± 233 1128 ± 91,4

corps cétoniques

(µmol/L)
1059 ± 102 349,9 ± 64 1653 ± 214 1439 ± 119

lactate/pyruvate

(sans unité)
10,5 ± 1,0 17,33 ± 2,4 11,1 ± 1,36 10,6 ± 1,24

ß-hydroxybutyrate/

acétoacétate

(sans unité)

3,12 ± 0,38 1,9 ± 0,36 4,69 ± 1,17 3,93 ± 0,55

triglycérides

(mg/dL)
177 ± 18,6 280,3 ± 30,2 44,7 ± 5,58 42,1 ± 6,2

Annexe 2 – Valeurs des paramètres sanguins
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4,5 jours 7,5 jours

dosages hépatiques

voie de la néoglucogénèse

GFP COUP-TFIIDN GFP shCOUP-TFII

lactate

(µmol/g)

2,54 ± 0,32 2,81 ± 0,14 2,55 ± 0,21 2,84 ± 0,19

pyruvate

(µmol/g)

0,20 ± 0,02 0,32 ± 0,02 0,23 ± 0,03 0,27 ± 0,02

malate

(µmol/g)

0,84 ± 0,06 0,42 ± 0,04 0,74 ± 0,05 0,59 ± 0,09

oxaloacétate1

(nmol/g)

17 ± 2 12 ± 1 16 ± 1 14 ± 2

phosphoénolpyruvate

(µmol/g)

0,14 ± 0,01 0,19 ± 0,02 0,16 ± 0,016 0,21 ± 0,028

2-phosphoglycérate

(µmol/g)

0,065 ± 0,015 0,12 ± 0,02 0,08 ± 0,019 0,12 ± 0,02

3-phosphoglycérate

(µmol/g)

0,3 ± 0,02 0,44 ± 0,04 0,28 ± 0,03 0,33 ± 0,02

DHAP

(nmol/g)

24 ± 2 22 ± 4 24 ± 4 22 ± 3

glycérol-3-phosphate

(µmol/g)

0,31 ± 0,03 0,19 ± 0,05 0,32 ± 0,03 0,22 ± 0,03

glucose-6-phosphate

(µmol/g)

0,12 ± 0,014 0,048 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,14 ± 0,02

glucose

(µmol/g)

4,8 ± 0,57 1,22 ± 0,43 6,15 ± 0,36 4,4 ± 0,43

Annexe 3 – Valeurs des paramètres hépatiques de la néoglucogénèse

1. Les concentrations en oxaloacétate ont été calculées à partir des concentrations mesurées en

pyruvate et malate et en fonction des constantes d’équilibre de la malade deshydrogénase kMDH =

2, 78 × 10−5 et de la lactate deshydrogénase kLDH = 1, 1 × 10−4 selon la formule : [oxaloacétate] =
[pyruvate] × [malate] × kMDH

[lactate] × kLDH
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4,5 jours 7,5 jours
dosages hépatiques

autres
GFP COUP-TFIIDN GFP shCOUP-TFII

acétoacétate

(µmol/g)
0,69 ± 0,08 0,44 ± 0,04 0,71 ± 0,06 0,69 ± 0,08

β-hydroxybutyrate

(µmol/g)
1,47 ± 0,14 0,49 ± 0,06 1,56 ± 0,14 1,34 ± 0,14

corps cétoniques

(µmol/g)
2,16 ± 0,21 0,93 ± 0,1 2,26 ± 0,18 2,04 ± 0,21

acétyl-CoA

(nmol/g)
32,6 ± 2,6 20,8 ± 1,4 36,4 ± 3,2 31,25 ± 3,3

Annexe 4 – Valeurs des paramètres hépatiques (divers)
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Gène Référence NCBI Séquence (5’ → 3’)

Acyl-CoA Oxydase NM 015729
ACCGCCTATGCCTTCCACTTTC

GCAAGCCATCCGACATTCTTCG

CPT-1a NM 013495
TCTGGCAGTCGACTCACCTT

GCCACAGGACACATAGTCAGG

COUP-TFII NM 009697
CGCTCCTTGCCGCTGCT

AAGAGCTTTCCGAACCGTGTT

Cyclophilin A NM 008907
ATGGCACTGGTGGCAAGTCC

TTGCCATTCCTGGACCCAAA

FABP1 NM 017399
AGGCAATAGGTCTGCCCGAGGA

TTCGCACTCCTCCCCCAGGGT

LIPC NM 008280
GCCAGGACGTGGCTGCTCTTC

GAAAGGGCGTCGTTGGGGGA

mHMG-CoA synthase NM 008256
GGTCCTGCAAGTGAAGAGAG

GTCCACATATTGGGCTGGAAA

PEPCK NM 011044
GTGCTGGAGTGGATGTTCGG

CTGGCTGATTCTCTGTTTCAGG

PPARα NM 011144
AGCAGTGCTGGCTACCTTCAA

AATATGTAGCCACCCCCTTGG

G-6-Pase NM 008061
TTACCAGCCTCCTGTCGG

GACACAACTGAAGCCGGTTAG

Annexe 5 – Amorces de qPCR
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COUP-TFII Controls Mouse Pancreatic β-Cell Mass through GLP-1-β-Catenin
Signaling Pathways

Boutant, M., Ramos, O. H. P., Tourrel-Cuzin, C., Movassat, J., Ilias, A., Vallois, D.,
Planchais, J., Pégorier, J.-P., Schuit, F., Petit, P. X., Bossard, P., Maedler, K., Grapin-
Botton, A. et Vasseur-Cognet, M.

2012, PLoS One 7, e30847.

Résumé

BACKGROUND : The control of the functional pancreatic β-cell mass serves the key
homeostatic function of releasing the right amount of insulin to keep blood sugar in the
normal range. It is not fully understood though how β-cell mass is determined. METHO-
DOLOGY/PRINCIPAL FINDINGS : Conditional chicken ovalbumin upstream promoter
transcription factor II (COUP-TFII)-deficient mice were generated and crossed with mice
expressing Cre under the control of pancreatic duodenal homeobox 1 (pdx1) gene promo-
ter. Ablation of COUP-TFII in pancreas resulted in glucose intolerance. Beta-cell number
was reduced at 1 day and 3 weeks postnatal. Together with a reduced number of insulin-
containing cells in the ductal epithelium and normal β-cell proliferation and apoptosis,
this suggests decreased β-cell differentiation in the neonatal period. By testing islets iso-
lated from these mice and cultured β-cells with loss and gain of COUP-TFII function, we
found that COUP-TFII induces the expression of the β-catenin gene and its target genes
such as cyclin D1 and axin 2. Moreover, induction of these genes by glucagon-like peptide
1 (GLP-1) via β-catenin was impaired in absence of COUP-TFII. The expression of two
other target genes of GLP-1 signaling, GLP-1R and PDX-1 was significantly lower in
mutant islets compared to control islets, possibly contributing to reduced β-cell mass. Fi-
nally, we demonstrated that COUP-TFII expression was activated by the Wnt signaling-
associated transcription factor TCF7L2 (T-cell factor 7-like 2) in human islets and rat
β-cells providing a feedback loop. CONCLUSIONS/SIGNIFICANCE : Our findings show
that COUP-TFII is a novel component of the GLP-1 signaling cascade that increases
β-cell number during the neonatal period. COUP-TFII is required for GLP-1 activation
of the β-catenin-dependent pathway and its expression is under the control of TCF7L2.

Annexe 6 – COUP-TFII, cellule β et voie Wnt-β-caténine
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Hypothalamic ventromedial COUP-TFII controls a transcription program protecting
against hypoglycemia associated autonomic failure

Sabra-Makke, L., Maritan, M., Planchais, J., Boutant, M., Pégorier, J.P., Even P. C.,
Vasseur-Cognet, M. et Bossard, P.

2012, PNAS (soumis)

Résumé

The nuclear receptor Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor II is
an important coordinator of glucose homeostasis through its function in different organs
such as the endocrine pancreas, adipose tissue, skeletal muscle and liver. Recently we have
demonstrated that COUP-TFII expression in the hypothalamus is restricted to a subpo-
pulation of neurons expressing the steroidogenic factor 1 protein, known to play a crucial
role in glucose homeostasis in the hypothalamus. To understand the functional signifi-
cance of COUP-TFII expression in the SF1 neurons, we generated VMN specific COUP-
TFII KO mice using the Cre/LoxP technology. The heterozygous mutant mice display
a strong metabolic phenotype with an insulin hypersensitivity and a leaner phenotype
associated with an increased energy expenditure with similar food intake. These mutant
mice present also a defective counter-regulation to hypoglycemia with an altered glucagon
secretion. Moreover, the mutant mice are more likely to develop hypoglycemia associated
autonomous failure in response to recurrent hypoglycemic or glucopenic events. There-
fore a 50% decrease of COUP-TFII levels in a neuronal subpopulation of SF1 neurons
of the ventromedial hypothalamus is sufficient to induce a strong metabolic response.

Annexe 7 – COUP-TFII hypothalamique et contre-régulation à l’hypoglycémie
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Abstract 

Purpose: The aim of this work was to characterize the regulation and role of COUP-TFII (Chicken Ovalbumin 

Upstream Promoter-Transcription Factor II) in the control of hepatic fatty acid and glucose metabolisms in 

suckling newborn mice.  

Procedures: Regulation of COUP-TFII was studied in fetal liver and adult cultured hepatocytes. To 

characterize hepatic COUP-TFII function in suckling mice, we used genetic (shRNA) and functional (dominant 

negative form; COUP-TFII-DN) adenoviral approaches. Hepatic gluconeogenic flux was estimated using the 

crossover plot technique.  

Findings: Postnatal increase in liver COUP-TFII expression is under glucagon control and lipid-derived 

activated nuclear receptor PPAR . COUP-TFII invalidation induces hypoglycaemia due to inhibition of 

gluconeogenesis and fatty acid oxidation secondarily to reduced expression of key glucogenogenic and fatty 

acid oxidation genes. Moreover, we demonstrate that gluconeogenesis is inhibited at the level of pyruvate 

carboxylase and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase as the result of decreased availability in fatty acid 

oxidation-arising cofactors (acetyl-CoA and NADH respectively). Metabolic effects of COUP-TFII-DN are 

reversed by simultaneous injection of a PPAR  agonist. GFP adenovirus injected mice were used as control. 

Conclusion: This work demonstrates that postnatal increase in COUP-TFII expression controls hepatic fatty 

acid oxidation and gluconeogenesis, both required for newborn mice survival. 

 

Keywords: Nuclear receptors, inactivation, Postnatal liver metabolism, Glucose production, Regulation 
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Introduction 

Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor II (COUP-TFII) belongs to nuclear receptor 

superfamily and is an orphan receptor since no endogenous ligand(s) have been yet identified. It binds DNA by 

a zinc finger motif on a variety of hormone responsive elements that contain direct or inverted imperfect 

AGGTCA repeats with various spacing (1). COUP-TFII has been implicated in the control of organogenesis, 

cellular differentiation, growth and metabolic homeostasis (2). In keeping with its role in metabolic 

homeostasis, it was shown that COUP-TFII controls a network of gene involved in pancreatic ß-cell insulin 

biosynthesis and secretion (3, 4), in skeletal muscle glucose and lipid utilization (5, 6), in white adipose tissue 

development and energy metabolism (7 , 8) and in hepatic cholesterol homeostasis (9 , 10). Moreover, it was 

shown that COUP-TFII acts as a repressor of glucose-induced L-pyruvate kinase (L-PK) gene expression (11) 

and is an accessory factor for phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) gene induction by glucocorticoids 

(12). This suggests that COUP-TFII plays an essential role in the control of hepatic glucose metabolism by 

modulating the expression of regulatory enzymes of glycolysis (L-PK) and gluconeogenesis (PEPCK). Indeed, 

in adult mice liver, COUP-TFII mRNA levels are increased during fasting and conversely decreased after 

refeeding onto a high-carbohydrate diet (13). Both insulin, through Foxo-1 signalling pathway, and glucose, via 

Carbohydrate Responsive-Element Binding Protein (ChREBP) transcription factor, are responsible for COUP-

TFII gene repression during refeeding (13). In the present study, we were interested in a nutritional situation 

associated with marked changes in hepatic metabolism i.e. the suckling period. Indeed, a rapid switch from 

predominant utilization of glucose as metabolic fuel to the use of a high-fat diet (the milk) characterizes the 

transition from foetal to postnatal life (14). Moreover, the body fat content is very low in newborn mice (~ 2% 

in mice (15)) and a recent study has shown that plasma free fatty acid and ß-hydroxybutyrate concentrations are 

very low in fasting newborn mice when compared to suckling ones (16). This imply that newborn mice survival 

is fully dependent upon suckling to covert their energy needs, not only through the development of an active 

oxidation of fatty acids but probably also through an active hepatic glucose production to compensate its low 

availability in mice milk (17).  

The aim of the present work was to determine the role of postnatal nutritional and hormonal changes in the 

regulation of COUP-TFII gene expression and to characterize the contribution of this transcription factor in the 

overall regulation of glucose and fatty acid metabolisms in mice liver during postnatal adaptation to extra-

uterine life. 

 

 

Materials and Methods 
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Animals Mice (C57bl/6j, Charles River, France) were maintained in a temperature- and moisture- controlled 

environment (20 ± 2 °C, 45% humidity) with a 12-hr light cycle. Food (Safe, France) and fresh water were 

provided ad libitum. PPAR  null mice (18) were kindly provided by Pr B. Staels (INSERM U1011, Institut 

Pasteur Lille, France). All animal protocols were undertaken according to the Guidelines for Care and Use of 

Experimental Animals.  

In utero glucagon injections Pregnant mice (17.5 days post coitum) were anaesthetized with isoflurane (4% 

for induction and then 1%, Minerve, France). After laparotomy, fetuses from one uterine horn were injected 

subcutaneously through uterus wall with 35 g of glucagon (Novo Nordisk), fetuses in the opposite horn 

receiving saline as a control. Uterus was then replaced in abdomen, which is stitched. After 2 hours, mice were 

killed, fetuses were removed and their liver was frozen in liquid nitrogen until analysis. 

Primary cultures of hepatocytes Six to 8 week-old fed mice were used. Hepatocytes were isolated as 

previously described (19). After cell attachment (4h), hepatocytes were cultured for 24h in the absence or in the 

presence of 100µM dibutyryl-cAMP (Sigma, France). The effects of linoleate (0.3mM) and oleate (0.3mM) 

bound to defatted albumin (0.2%) were tested after 24h of culture. For Wy14643 experiments, hepatocytes were 

cultured for 24h in the absence (DMSO alone) or in the presence of 10 µM Wy14643 diluted in DMSO. 

RNA and protein quantification Total RNAs form liver (20 mg) or cells (2.106) were purified and mRNA 

were quantified as described previously (20). The following primers sequences were used : acyl-CoA oxidase 

sense 5’-ACCGCCTATGCCTTCCACTTTC-3’, antisense 5’-GCAAGCCATCCGACATTCTTCG-3’; L-CPT-I 

sense 5’-TCTGGCAGTCGACTCACCTT-3’, antisense 5’-GCCACAGGACACATAGTCAGG-3’; COUP-TFII 

sense 5’-CGCTCCTTGCCGCTGCT-3’, antisense 5’-AAGAGCTTTCCGAACCGTGTT-3’; cyclophilinA 

sense 5’-ATGGCACTGGTGGCAAGTCC-3’, antisense 5’-TTGCCATTCCTGGACCCAAA-3’; FABP-1 sense 

5’- AGGCAATAGGTCTGCCCGAGGA-3’, antisense 5’-TTCGCACTCCTCCCCCAGGGT-3’; hepatic lipase 

sense 5’-GCCAGGACGTGGCTGCTCTTC-3’, antisense 5’-GAAAGGGCGTCGTTGGGGGA-3’; mHMG-

CoA synthase sense 5’-GGTCCTGCAAGTGAAGAGAG-3’, antisense 5’-GTCCACATATTGGGCTGGAAA-

3’; PEPCK sense 5’-GTGCTGGAGTGGATGTTCGG-3’, antisense 5’-CTGGCTGATTCTCTGTTTCAGG-3’; 

PPAR  sense 5’-AGCAGTGCTGGCTACCTTCAA-3’, antisense 5’-AATATGTAGCCACCCCCTTGG-3’; G-

6-Pase sense 5’-TTACCAGCCTCCTGTCGG-3’, antisense 5’-GACACAACTGAAGCCGGTTAG-3’. Proteins 

were extracted and quantified by western blotting as described in (20). 

Lipid extraction and quantification Total lipids were extracted in chloroform:methanol (2:1). Organic phase 

from 5 mg of liver was applied on silica-gel thin layer chromatography using petroleum ether:diethyl 

ether:acetic acid (85:15:0.5) as mobile phase. Once separated, lipid classes (triacylglycerols, diacylglycerols, 

non-esterified fatty acids (NEFA) and phospholipids) were colored with iodine vapor and extracted separately 
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in acetone, dried, and directly quantified using NEFA FS and Triglyceride FS kits (Diasys, France) as 

previously described (21). Blood triglyceride and NEFA were quantified from EDTA plasma using the same 

kits.  

Adenoviral vectors design and infection Human COUP-TFII cDNA was given by Dr. Karathanasis. Mutated 

COUP-TFII (COUP-TFII-DN) was obtained by substituting the fourth cysteine in the second zinc finger of 

COUP-TFII DNA binding domain by a serine (C134  S) using site-directed mutagenesis as described in (22). 

All constructs were analysed and verified by sequencing. Recombinant protein translation and electromobility 

shift assay were performed as described in (11). Full-length COUP-TFII-DN cDNA was cloned in pCMV-

Track allowing bicistronic expression of GFP and COUP-TFII-DN or GFP alone under the control of CMV 

promoter. Adenoviral particles were produced by INSERM U649 Nantes, France. COUP-TFII-shRNA 

sequence was obtained from The RNAi Consortium (access number TRCN0000026232) and expression was 

under the control of sp6 promoter. Adenoviral particles were produced by Genecust (Luxembourg). Four day-

old mice were in cheek vein with 6.108pfu of either GFP or COUP-TFII-DN for 24h, or 15.109 pfu GFP or 

COUP-TFII-shRNA for 96h. In these experimental conditions, more than 95% of adenoviral particles were 

found in hepatocytes (data not shown). Blood glucose concentration was measured before and after infection 

using Accu-check glucometer (Roche, France). For Wy-14643 experiments, newborn mice were injected after 

GFP or COUP-TFII-DN adenofection with DMSO or 10 mg/kg Wy-14643 diluted in DMSO (Sigma, France). 

Whole blood was sampled and extracted in ice-cold perchloric acid (6% vol/vol) for metabolic assays, or 

sampled in EDTA-containing vessels for triglyceride measurement. Livers were freeze-clamped in liquid 

nitrogen for RNA, protein and metabolites measurements. 

Blood and liver metabolite analysis. The frozen livers were weighed, pulverized in a mortar, extracted with 2 

volumes of perchoric acid (6%) and neutralized. Blood and liver metabolite concentrations were determined in 

neutralized perchloric filtrates by enzymatic methods as described previously (23). 

Oxaloacetate was calculated according to the following formula :  

[oxaloacetate] = ([pyruvate] x [malate] x kMDH) / ([lactate] x kLDH) 

where kMDH  and  kLDH  represent the equilibrium constants of malate dehydrogenase (2.78 X 10-5, EC 1.1.1.37 

(S)-malate : NAD oxidoreductase) and latate dehydrogenase (1.1 X 10-4, EC 1.1.1.27 (S)-lactate : NAD 

oxidoreductase) respectively. 

The gluconeogenic intermediate concentrations in the liver of COUP-TFII-DN or COUP-TFII-shRNA injected 

mice were expressed as percentage of the concentrations found in GFP control mice. This representation 
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(crossover plot technique) allowed to localize potential regulatory steps in the gluconeogenic pathway 

according to the fact that the product of a given enzymatic reaction becomes the substrate for the next one.  

Statistical analysis Results are means ±SEM. Data were analyzed using a non-parametric Mann-Whitney test. 

 

Results 

 

Developmental changes in hepatic COUP-TFII and PPAR  mRNA levels  

COUP-TFII mRNA concentrations are low in foetal and post-natal mice liver and then increase to reach 

maximal levels between 3 and 13 days after birth (Figure 1A). The peak of COUP-TFII mRNA (day 8) is 3 fold 

higher than in 24-h fasting adult mice liver (Figure 1B). Thereafter, COUP-TFII mRNA levels decrease in 

weaned mice to reach levels similar to those found in fed adult mice (Figure 1B). The postnatal high-fat diet is a 

source of lipid-derived products that are potent ligands for numerous nuclear receptors especially PPAR  (24). 

Interestingly, the developmental pattern of PPAR  mRNA parallels those of COUP-TFII (Figure 1A). Then, we 

wondered whether postnatal rise in COUP-TFII mRNA levels could be due to the drastic changes in hormonal 

and nutritional environment that occur at birth i.e. the fall in plasma glucose and insulin concentrations and/or 

to the rise in plasma long-chain fatty acids (LCFA) and glucagon levels (14).  

Regulation of COUP-TFII gene expression 
Intrauterine injections of glucagon were performed in 17.5 day-old foetal mice in which plasma glucagon levels 

are very low (14). Glucagon induces a 1.7 and 3-fold increase in COUP-TFII and PEPCK mRNA levels 

respectively (Figure 2A). The effect of glucagon is confirmed in cultured hepatocytes from adult mice in which 

cAMP markedly induces COUP-TFII gene expression (Figure 2B). By contrast, neither palmitate nor oleate 

induced COUP-TFII gene expression in cultured adult mice hepatocytes whereas it induces the LCFA target 

gene L-CPT-I (Fig.1 supplementary material). 

The parallel changes in hepatic COUP-TFII and PPAR  mRNA during the suckling and weaning periods 

suggest that these nuclear receptors could be controlled by the same factors and/or mutually regulated. Indeed, 

the promoter region of COUP-TFII gene contains a DNA motif (DR1; (25)) that binds nuclear receptors such as 

HNF-4a or PPAR . This observation led us to study the contribution of PPAR  to COUP-TFII gene expression. 

In 24-h fasted PPAR  null mice, hepatic COUP-TFII mRNA levels are reduced by 45% (Figure 2C) whereas 

acyl-CoA oxydase (ACO) expression, a PPAR  target gene, is reduced by more than 90%. This lower 

expression of COUP-TFII is maintained in PPAR  null mice hepatocytes (Figure 2D). The contribution of 
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PPAR  to COUP-TFII gene expression is confirmed in vitro by the effect of Wy14643 (a PPAR  agonist) that 

induces a 2-fold increase in COUP-TFII mRNA levels in control hepatocytes but not in PPAR  ull ones (Figure 

2D).  

Effect of COUP-TFII-shRNA on liver metabolites and gene expression 

Four days after COUP-TFII-shRNA injection, endogenous protein level is reduced by 60% (Figure 3A). COUP-

TFII-shRNA induces a fall in blood glucose (5.61±0.22 versus 6.65±0.16 mmol/l for GFP, P<0.01, n=8) and 

total ketone body (1.23±0.07 versus 1.72±0.23 mmol/l for GFP) concentrations. Gene encoding key 

gluconeogenic (PEPCK, glucose-6-phosphatase [G-6-Pase]) fatty acid oxidation (CPT I) and ketogenic 

(mitochondrial hydroxymethylglutaryl-CoA (mHMG-CoA) synthase) proteins are slightly reduced in COUP-

TFII-shRNA (Figure 2, Supplementary Material). To understand the fall in blood glucose concentration, we 

estimated gluconeogenic flux by using the crossover plot technique. In COUP-TFII-shRNA mice, the decrease 

in hepatic glucose production (Figure 3B) is due to two reverse crossovers, the first one located between 

pyruvate and oxaloacetate, the second between 3-phosphoglycerate and dihydroxyacteone phosphate (Figure 

3B). These metabolic changes in the gluconeogenic pathway will be commented in the discussion session. As 

40% of endogenous COUP-TFII protein remains in COUP-TFII-shRNA mice liver we use a functional 

invalidation strategy to get more insight in the role of COUP-TFII in the regulation of hepatic metabolism in 

newborn mice. 

 

COUP-TFII-DN characterization and effect on blood and liver metabolites  

As shown in figure 4A, while wild type (wt)-COUP-TFII recombinant protein binds to a DR-1 probe, mutated 

recombinant COUP-TFII fails to do it. Moreover, increasing mutated COUP-TFII/wt-COUP-TFII molar ratio 

prevents wt-COUP-TFII binding, thus the mutated COUP-TFII protein acts as a dominant negative form 

(COUP-TFII-DN). 

Twenty-four hours after Ad-COUP-TFII-DN injection, 5 day-old mice present a profound hypoglycemia, a 

reduced ketone body levels and a rise in triglycerides concentration (Table 1). The 2-fold increase in blood 

lactate concentration in COUP-TFII-DN mice suggested that hypoglycaemia could result, at least in part, from a 

reduced rate of hepatic glucose production. For this purpose, gluconeogenesis was analysed. In COUP-TFII-DN 

suckling mice, the low hepatic glucose concentration (Figure 4B) is partly due to the 50 to 70% reduction in 

PEPCK and G-6-Pase gene expression (Figure 4C), two regulatory gluconeogenic enzymes. Despite reduced 

PEPCK mRNA levels, the phosphoenolpyruvate concentration is increased in COUP-TFII-DN mice (Figure 

4B), suggesting that other rate limiting factors are involved in the reduction of overall gluconeogenesis. The 
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same crossovers previously reported in COUP-TFII-shRNA mice liver (between pyruvate and oxaloacetate and 

between 3-phosphoglycerate and dihydroxyacetone phosphate; Figure 4B) are observed in COUP-TFII-DN 

mice. The fact that metabolic effects are more pronounced than in COUP-TFII-shRNA mice liver could result 

from the persistence of a non negligible amount of COUP-TFII protein in this experimental group (40% of 

control GFP, figure 3A) at a developmental stage where COUP-TFII mRNA levels are 2-fold higher than in 

COUP-TFII-DN experiments (7 versus 4 day-old, see Figure 1A). The close relationship between these 2 

crossovers and the inhibition of hepatic fatty acid oxidation (FAOx) will be discussed later. The inhibition of 

FAOx, evidenced by the decrease in ketone body production (Figure 5A), results from 1) a reduced CPT I and 

mHMG-CoA synthase gene expression (Figure 5B), two regulatory enzymes of FAOx and ketogenic pathways 

respectively; 2) a decrease in liver LCFA concentration (2.5±0.2 versus 3.6±0.3 mmol/g for GFP, P<0.01, n=8) 

and 3) a reduced in cytosolic fatty acid transporter FABP-1 (fatty acid binding protein) gene expression (Figure 

5B). The inhibition of FAOx induces a fall in cytosolic and mitochondrial redox states estimated by the 

[lactate]/[pyruvate] (8.6±0.4 versus 12.6±0.8 for GFP) and [3-hydroxybutyrate]/[acetoacetate] ratios (1.10±0.09 

versus 2.20±0.19 for GFP) respectively. Neither diacylglycerol nor triacylglycerol concentrations are affected in 

the liver of COUP-TFII-DN mice (respectively 112±26 and 106±21 % of GFP mice, n=6).  

Effect of Wy14643 on blood metabolites and liver gene expression in COUP-TFII-DN mice 

To determine whether the COUP-TFII-DN effects could be due, in part, to the titration of essential transcription 

factors and/or cofactors, Wy14643 was injected in GFP and COUP-TFII-DN mice. Wy14643 has no effect on 

blood metabolites in control GFP mice (Table 2). By contrast it partially restore the blood glucose and ketone 

body concentrations in COUP-TFII-DN. The normalisation of blood glucose level mainly results from the 

stimulation of hepatic FAOx in response to PPAR  agonist since neither PEPCK nor G-6-Pase mRNA level are 

statistically affected by Wy16643 injection (Figure 3 Supplementary Material). By contrast, CPT I and mHMG-

CoA synthase mRNA return to control level (GFP) in COUP-TFII-DN/Wy14643 injected mice (Table 2). 

 

Discussion 

The perinatal period is crucial for small rodent newborns such as rat and mice because of carbohydrate weak 

content in the milk (17) and the scarcity of white fat deposit (15). The successful adaptation to the post-natal 

changes in nutritional environment requires important modifications of glucose and fatty acid metabolism that 

are mainly orchestrated by pancreatic hormones (14) and ligand-activated nuclear receptors (24). The present 

study provides the first evidence that the orphan nuclear receptor COUP-TFII contributes to the regulation of 

glucose and fatty acid metabolisms in suckling newborn mice liver. In foetal mice liver, the low COUP-TFII 

mRNA levels are probably related to the high plasma insulin concentration, which has been shown to exert an 
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inhibitory effect on COUP-TFII gene expression in cultured adult hepatocytes (13). Indeed, in 17.5 day-old 

mice foetuses injections of anti-insulin serum (data not shown) or glucagon induce hepatic COUP-TFII mRNA 

levels. These data suggest that the fall in insulin/glucagon molar ratio that occurs immediately after birth (14) 

triggers, at least in part, the postnatal increase in hepatic COUP-TFII gene expression. Birth is also 

characterized by a reduced glucose availability and an increase in lipid-derived substrates. As glucose exerts 

inhibitory effect on COUP-TFII gene expression in adult mice hepatocytes (13), its low delivery to newborn 

mice liver could contribute to the postnatal induction of COUP-TFII mRNA levels. By contrast, LCFA fail to 

induce COUP-TFII gene expression at least in adult mice hepatocytes whereas PPAR  did it, thus providing 

another illustration of the dissociation between PPAR  and LCFA in the control of gene expression (24). 

To get functional relevance of the high level of hepatic COUP-TFII gene expression during suckling, we 

develop 2 different strategies namely a genetic and a functional invalidation of COUP-TFII protein. Both 

provide quite similar qualitative results and suggest that COUP-TFII is essential to sustain an active hepatic 

FAOx and gluconeogenesis both being crucial for the survival of newborn mice as illustrated by the drastic (and 

lethal) hypoglycaemia observed in COUP-TFII-DN suckling mice. As COUP-TFII-shRNA and COUP-TFII-

DN are almost exclusively expressed in hepatocytes (data not shown), the decrease in blood glucose level in 

COUP-TFII-DN, and to a lesser extent in COUP-TFII-shRNA mice, results from a reduced rate of hepatic 

gluconeogenesis at both a genetic and metabolic levels. The decrease in PEPCK mRNA levels in COUP-TFII-

DN suckling mice is consistent with the involvement of this transcription factor in the regulation of PEPCK 

gene expression (12). By contrast, the fact that COUP-TFII could control G-6-Pase gene expression was yet 

unknown. Does this result from a direct effect or from the titration of essential transcription factors and/or 

cofactors by COUP-TFII-DN remains to be determined. This seems unlikely to explain the overall effects of 

COUP-TFII-DN since 1) hepatic lipase, a FXR-RXR heterodimer target gene (26) is unaffected in COUP-TFII-

DN mice and 2) activation of the PPAR -RXR heterodimer by Wy14643 partially reverse the metabolic and 

genetic effects of COUP-TFII-DN (Table 2). 

From a metabolic point of view, the inhibition of hepatic gluconeogenesis is closely related to the reduced rates 

of hepatic FAOx in COUP-TFII-DN mice. This inhibition of mitochondrial FAOx, evidenced by the marked 

fall in hepatic ketone body production, is due to a decrease in the expression of genes encoding regulatory 

proteins involved in cytosolic (FABP-1) and mitochondrial (CPT I) LCFA transport and in mHMG-CoA 

synthase, the rate-limiting enzyme in ketogenesis. Similar results have been found for FABP-3 and M-CPT I 

gene expression in COUP-TF invalidated C2C12 cells (5). Similarly, COUP-TF has been shown to control 

mHMG-CoA synthase gene expression in adult rat liver (27). This inhibition of FAOx reduces the furniture of 

essential cofactors, which in turn impacts hepatic gluconeogenesis both in COUP-TFII-DN and COUP-TFII-

shRNA newborn mice. Similar observations have been made in adult liver of fasting PPAR  or PPARgamma 
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coactivator-1 (PGC-1 ) knockout mice. Invalidation of PPAR  depresses mHMG-CoA synthase gene 

expression (28) whereas PGC-1  knockout decreases several tricarboxylic acid cycle and oxidative 

phosphorylation gene expression (29), both models leading to a reduced rate of FAOx and to hypoglycaemia 

due to impaired hepatic gluconeogenesis. If the regulatory steps were not demonstrated in these two studies, the 

present work provides evidences that at least two major steps are involved in the inhibition of gluconeogenesis 

as a consequence of reduced rates of FAOx.  

Firstly at the level of pyruvate carboxylation either through a decrease in pyruvate availability secondary to the 

release of pyruvate dehydrogenase (PDH) inhibition by LCFA and/or to a reduced pyruvate transport across 

mitochondrial membrane. The fact that pyruvate concentration is increased or unchanged in the liver of COUP-

TFII-DN and COUP-TFII-shRNA mice respectively probably rules out an effect of LCFA on PDH as being 

mainly responsible for the inhibition of gluconeogenesis. This suggest that mitochondrial pyruvate uptake in 

exchange for acetoacetate is probably reduced and then could exert a more pronounced control of pyruvate flux 

through pyruvate carboxylase (PC). This has been clearly demonstrated in isolated rat hepatocytes (30) and in 

high-fat diet induced hepatic gluconeogenesis in adult rats (31). Moreover, inhibition of FAOx in COUP-TFII-

DN mice, reduces acetyl-CoA availability and impairs PC activity, acetyl-CoA being an obligatory cofactor of 

this enzyme (32). The following enzymatic reactions catalysed respectively by enolase and phosphoglycerate 

mutase appear to be near equilibrium since the mass-action ratios of these two enzymes calculated from the 

[phophoenolpyruvate]/[2-phosphoglycerate] and [2-phosphoglycerate]/[3-phosphoglycerate] are unchanged in 

control (2.39±0.27 and 0.20±0.03 respectively) and COUP-TFII-DN mice liver (2.09±0.15 and 0.22±0.04 

respectively). Therefore, the concentrations of these three metabolites move in the same direction when 

gluconeogenesis is altered.  

The second gluconeogenic step(s) affected by the reduction in FAOx are located at the level of glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) and/or 3-phosphoglycerate kinase. The liver sample size in newborn 

mice does not allow us to determine the concentrations of ATP and ADP thus it is difficult to discriminate 

between these two potential regulatory steps. However, it was shown in newborn rat liver that the variation in 

the [ATP]/[ADP] ratio was of small magnitude upon wide range of FAOx rates (23). If such is also true in 

newborn mice liver, this would suggest that phosphoglycerate kinase does not represent a major step in the 

regulation of gluconeogenesis. By contrast, in both COUP-TFII-DN and, to a lesser extent, COUP-TFII-shRNA 

mice the fall in mitochondrial and cytosolic redox states suggests that the activity of G3PDH is limited by the 

decreased availability in reduced equivalent (NADH) necessary to direct the flux towards glucose production. It 

is noteworthy that the substrate and product of G3PDH (respectively glyceraldehyde-3-phosphate and 1,3-

phosphoglycerate) have not been determined because of their weak concentration in liver. However, as 

dihydroxyacteone phosphate is near-equilibrium with glyceraldehyde-3-phosphate via triose phosphate 
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isomerase, the decrease in dihydroxyacteone phosphate concentration in the liver of both and COUP-TFII-

shRNA mice reduces gluconeogenesis by decreasing the availability for the subsequent reaction catalysed by 

the triose phosphate isomerase. Such a decrease in dihydroxyacteone phosphate concentration has been found in 

the liver of very long-chain acyl-CA dehydrogenase (VLCAD) invalidated mice (33). These VLCAD knockout 

mice presented a severe hypoglycaemia and an impaired hepatic FAOx but unfortunately, the mechanisms 

coupling these two parameters have not been determined in this study. The essential role of FAOx in the 

maintenance of hepatic gluconeogenesis is reinforced by the fact that stimulating FAOx in COUP-TFII-DN 

mice liver by a PPAR  agonist restores a normal blood glucose concentration. 

In conclusion, this work demonstrates that postnatal changes in hormonal environment (fall in the 

insulin/glucagon ratio) are involved in the increase in hepatic COUP-TFII gene expression and that this 

transcription factor plays a crucial role in the regulation of hepatic fatty acid oxidation which in turn sustains an 

active hepatic gluconeogenesis that is essential to maintain an appropriate blood glucose level required for 

newborn mice survival.  
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Figure legends 

 

Figure 1: Hepatic COUP-TFII and PPAR  mRNA levels 

A: COUP-TFII and PPAR  mRNA in liver from either foetal or newborn mice.  

B: COUP-TFII and PPAR  mRNA levels in the liver of fed and 24h-fasted adult mice.  

Results are expressed as percentage of birth value and are means ± SEM (n=7). *P<0.05, **P<0.01 when 

compared to control. 

 

Fig. 2. Effects of glucagon, cAMP and PPAR  in the regulation of COUP-TFII gene expression 

(A) 17.5 day-old foetuses from one uterine horn were injected through uterine wall with 35 µg of glucagon, the 

foetuses from the opposite uterine horn being injected with saline solution. Livers were sampled 2h later. 

Results are means ± SEM (n=6), *P<0.05 when compared to saline. 

(B) Hepatocytes from 3 month-old mice were cultured either in the absence or in the presence of cAMP (10-

4M). mRNA levels were determined 24h later. Results are means ± SEM (n=7). *P<0.05, ** P<0.01 when 

compared to control 

(C) COUP-TFII and ACO mRNA in 24h-fasted control and PPAR  null adult mice liver. Results are expressed 

as percentage of control value and are means ± SEM (n=4). ** P<0.01 when compared to control mice. 

(D) Hepatocytes from 3 month-old control or PPAR  null mice were cultured either in the absence or in the 

presence of Wy14643 (50µM). mRNA levels were determined 24h later. Results are means ± SEM (n=8), 

*P<0.05, ** P<0.01 when compared to control hepatocytes cultured without Wy14643. 

 

Figure 3: Effect of COUP-TFII-shRNA on endogenous protein and gluconeogenic metabolite 
concentrations 

A: Representative western blot and quantification of COUP-TFII-shRNA effect on endogenous protein levels. 

Suckling 4-day old mice were injected in cheek vein with 15.109 pfu of either Ad-GFP or Ad-COUP-TFII-
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shRNA and livers were sampled 96h after injection. Results expressed as percent of control GFP are means ± 

SEM (n=8), ** P<0.01 when compared to controls. 

B: The concentration of each metabolite in the liver of control GFP mice in µmol/g wet weight tissue were: 

lactate 2.55±0.20; pyruvate 0.23±0.03, oxaloacetate (calculated) 0.017; malate 0.74±0.06; phosphoenolpyruvate 

0.16±0.02; 2-phosphoglycerate 0.081±0.02; 3-phosphoglycerate 0.28±0.03; dihydroxy-acetone phosphate 

0.024±0.04; glucose-6-phosphate 0.16±0.02; glucose 6.15±0.36. Results expressed as percent of control (Ad-

GFP) represent means ± SEM (n=8), *P<0.05 when compared to controls.  

 

Figure 4: Effect of COUP-TFII-DN on gluconeogenic metabolite concentrations and gene expression  

A: Autoradiogram of a representative EMSA using a radiolabeled double-stranded probe containing a DR1 

motif. In vitro translated proteins, wt human COUP-TFII or mutated COUP-TFII were incubated separately 

(lanes 1 and 2) or co-translated in a molar excess ratio of 1:1 to 1:3 (lanes 3-5).  

B: Suckling 4-day old mice were injected in cheek vein with 6.108 pfu of either Ad-GFP or Ad-COUP-TFII-

DN. Livers were removed 24h later and rapidly freeze-clamped. The concentration of each metabolite in the 

liver of control GFP mice in µmol/g wet weight tissue were: lactate 2.52±0.32; pyruvate 0.20±0.02, 

oxaloacetate (calculated) 0.018; malate 0.84±0.06; phosphoenolpyruvate 0.14±0.01; 2-phosphoglycerate 

0.065±0.02; 3-phosphoglycerate 0.30±0.02; dihydroxy-acetone phosphate 0.024±0.02; glucose-6-phosphate 

0.12±0.01; glucose 4.84±0.58. Results expressed as percent of control (GFP) represent means ± SEM (n=8), 

**P<0.01 when compared to controls.  

C: PEPCK, G-6-Pase and hepatic lipase gene expression in liver of GFP and COUP-TFII-DN. Results 

expressed as percent of control (GFP) are means ± SEM (n=8), *P<0.05, ** P<0.01 when compared to controls. 

 

Figure 5: Effect of COUP-TFII-DN on fatty acid metabolite concentrations and gene expression  

A: Hepatic ketone bodies (acetoacetate and ß-hydroxybutyrate) and acetyl-CoA concentrations were determined 

in suckling 5-day old mice injected with either 6.108 pfu of Ad-GFP or Ad-COUP-TFII-DN. Results are means 

± SEM (n=8), *P<0.05 and ** P<0.01 when compared to controls GFP. 

B: CPT I, mHMG-CoA synthase, FABP-1 and hepatic lipase mRNA levels in liver of GFP and COUP-TFII-

DN. Results expressed as percent of control (Ad-GFP) are means ± SEM (n=8), *P<0.05, ** P<0.01 when 

compared to controls. 
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Table Legends 

 

Table 1: Effect of COUP-TFII-DN on blood metabolites in 5 day-old mice. 

Suckling 4 day-old mice were injected in cheek vein with either 6.108pfu Ad-GFP or Ad-COUP-TFII-DN. 

Blood was rapidly sampled 24h after injections. Values are means ± SEM (n=8). *P<0.01, **P<0.001 when 

compared to GFP animals. 

 

Table 2: Effect of Wy14643 on blood metabolites and hepatic gene expression in 5 day-old COUP-TFII-
DN mice. 

Suckling 4 day-old mice were injected in cheek vein with either 6.108pfu Ad-GFP or Ad-COUP-TFII-DN. 

Intra-peritoneal injections of Wy14643 (10mg/kg) or solvant (DMSO) were performed immediately after 

adenofection. Blood and liver were rapidly sampled 24h after injections. Values are means ± SEM (n=5-8). 

*P<0.05, **P<0.01 when compared to GFP mice; #P<0.05, ## P<0.01 when compared to COUP-TFII-DN mice. 
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Blood metabolites 

mmol/l 
GFP COUP-TFII-DN 

Glucose 3.90±0.27 1.59±0.37* 

Pyruvate 0.185±0.038 0.186±0.017 

Lactate 1.70±0.12 3.13±0.41* 

Acetoacetate 0.259±0.015 0.116±0.019** 

ß-hydroxybutyrate 0.800±0.098 0.232±0.050** 

Total Ketone bodies 1.059±0.102 0.348±0.064** 

Triglycerides 2.00 ± 0.04 3.15 ± 0.06* 

 

Table 1 



Blood metabolites 

(mmol/) 
GFP GFP + Wy COUP-TFII-DN 

COUP-TFII-DN 

+ Wy 

Glucose 3.70±0.22 3.68±0.33 1.81±0.38** 3.57±0.27## 

Pyruvate 0.246±0.013 0.237±0.032 0.230±0.011 0.181±0.010# 

Lactate 1.90±0.21 1.94±0.12 2.76±0.77** 2.12±0.22 

Acetoacetate 0.419±0.052 0.528±0.038 0.186±0.015** 0.443±0.051## 

ß-hydroxybutyrate 0.646±0.063 0.722±0.075 0.347±0.021* 0.674±0.072## 

Total Ketone bodies 1.03±0.05 1.25±0.07 0.53±0.03** 1.09±0.11## 

Gene expression 

(% of GFP) 
    

ACO 100±12 200±26** 31±7** 184±50## 

CPT I 100±12 114±15 28±3** 63±12# 

mHMG-CoA 

synthase 
100±22 182±27* 28±3** 107±29# 

 

Table 2 
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Supplemental figures legends 

Figure 1: Effects of LCFA on COUP-TFII gene expression 

Hepatocytes from 3 month-old mice were cultured either in the absence or in the presence of 

either palmitate (0.3mM) or oleate (0.3mM) bound to albumin. mRNA levels were determined 

24h later. Results are means ± SEM (n=3). * P<0.05 when compared to control. 

Figure 2: Effect of COUP-TFII-shRNA on hepatic gene expression in newborn mice 

Suckling 4-day old mice were injected in cheek vein with 15.109 pfu of either Ad-GFP or Ad-

COUP-TFII-shRNA and livers were sampled 96h after injection. Results expressed as percent of 

control GFP are means ± SEM of 8 different animals, ** P<0.01 when compared to controls. 

Figure 3: Effect of Wy14643 on hepatic gene expression in 5 day-old COUP-TFII-DN mice.  

Suckling 4-day old mice were injected in cheek vein with either 6.108pfu Ad-GFP or Ad-COUP-

TFII-DN. Intra-peritoneal injections of Wy14643 (10mg/kg) or solvant (DMSO) were performed 

immediately after adenofection. Livers were rapidly sampled 24h after injections. Results 

expressed as percent of control GFP are means ± SEM (n=5-8), * P<0.01 when compared to 

control GFP. 
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Postic, C. et Ferré, P. (2012). Glu-

cose 6-phosphate, rather than xylulose 5-

phosphate, is required for the activation

of ChREBP in response to glucose in the

liver. J Hepatol, 56(1):199–209.

Eaton, S., Bartlett, K. et Pourfar-

zam, M. (1996). Mammalian mitochon-

drial beta-oxidation. Biochem J, 320 ( Pt

2):345–57.

Edmond, J., Robbins, R. A., Berg-

strom, J. D., Cole, R. A. et de Vellis,

J. (1987). Capacity for substrate utiliza-

tion in oxidative metabolism by neurons,

astrocytes, and oligodendrocytes from

developing brain in primary culture. J

Neurosci Res, 18(4):551–61.

Eubank, D. W., Duplus, E., Williams,

S. C., Forest, C. et Beale, E. G.

(2001). Peroxisome proliferator-

activated receptor gamma and chicken

ovalbumin upstream promoter trans-

cription factor II negatively regulate

the phosphoenolpyruvate carboxykinase

promoter via a common element. J Biol

Chem, 276(32):30561–9.

Feng, B., Li, J. et Kliegman, R. M.

(1997). Developmental aspects of trans-

cription of fructose-1,6-bisphosphatase in

newborn dogs. Biochem Mol Med, 60(2):

174–81.

Ferre, P., Pegorier, J. P. et Girard, J.

(1977). The effects of inhibition of gluco-

neogenesis in suckling newborn rats. Bio-

chem J, 162(1):209–12.
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Résumé

COUP-TFII : sa régulation et son rôle dans le contrôle du métabolisme glucido-lipidique
chez le souriceau nouveau-né

L’adaptation métabolique aux changements nutritionnels qui surviennent à la naissance est cruciale
pour la survie des mammifères nouveau-nés. C’est particulièrement important chez la souris nouveau-né
en raison d’un apport lacté en glucides très réduit. De nombreuses voies de signalisation et facteurs de
transcription permettent l’adaptation postnatale du métabolisme à ce régime, Le travail présenté dans
cette thèse montre que le récepteur nucléaire COUP-TFII (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter,
Transcription Factor II) joue un rôle capital dans cette adaptation nutritionnelle. Ainsi, son expres-
sion hépatique augmente dès la naissance. Deux facteurs sont impliqués dans cette augmentation : le
glucagon et le récepteur nucléaire PPARα qui contrôle directement l’expression de COUP-TFII en se
liant à son promoteur via un élément consensus de type DR-1. Pour étudier la fonction de COUP-TFII,
deux techniques d’invalidation adénovirale (invalidation génique par ARN interférence et invalidation
fonctionnelle utilisant une protéine dominante négative), ont été utilisées chez le souriceau de 4 jours.

L’invalidation hépatique de COUP-TFII provoque une hypoglycémie et une hypocétonémie. À ce stade
de développement, la production hépatique de glucose est asurée par la néoglucogenèse qui est énergé-
tiquement dépendante de l’oxydation des acides gras qui fournit des coenzymes réduits (NADH, H+) et
de l’acétyl-CoA nécessaires au fonctionnement de certaines enzymes de la néoglucogenèse. En utilisant
la technique du crossover plot, nous avons montré que deux étapes enzymatiques de la néoglucogénèse
sont inhibées dans le foie des souris invalidées pour COUP-TFII : la pyruvate carboxylase (dépendante de
l’acétyl-CoA) et la glycéradéhyde-3-phosphate deshydrogénase (dépendante du NADH, H+). Ces effets
métaboliques s’accompagnent de diminutions de l’expression de gènes clés de la néoglucogénèse (PEPCK,
glucose-6-phosphatase) et de la ß-oxydation mitochondriale des acides gras (CPT-1, mHMG-CoA syn-
thase, FABP-1). Le phénotype hypoglycémique et hypocétonémique est normalisé par une activation
pharmacologique de PPARα (un régulateur majeur des gènes de l’oxydation des acides gras) suggérant
que l’inhibition de la néoglucogenèse est la principalement la conséquence d’une diminution de l’oxyda-
tion des acides gras. Ces travaux font de COUP-TFIII un coordinateur majeur du métabolisme hépatique
postnatal chez la souris.
Mots-clés : COUP-TFII, oxydation des acides gras, néoglucogénèse, foie, allaitement

Abstract

COUP-TFII : its regulation and involvement in the control of hepatic glucose and lipid
metabolisms of newborn mice

Metabolic adaptation to nutritional changes that occurs at birth is essential for newborn mammal
survival. This is particularly crucial for newborn mice in which glucose availability from milk is low.
Numerous signalling pathways and transcription factors are involved in these postnatal adaptations. The
work presented in this thesis shows that nuclear receptor COUP-TFII (Chicken Ovalbumin Upstream
Promoter, Transcription Factor II) plays a central role in this nutritional adaptation. Indeed, its hepatic
gene expression increases during the first days after birth. Two factors are involved in this postnatal
increase : glucagon and nuclear receptor PPARα that directly controls COUP-TFII gene expression se-
condarily to its binding to DNA consensus responsive element (DR-1). To study COUP-TFII function,
two strategies (shRNA mediating invalidation and functional invalidation using a dominant negative
COUP-TFII protein) were used in 4 day-old suckling mice. Hepatic invalidation of COUP-TFII induces
a marked hypoglycaemia and hypoketonemia. At this developmental stage, hepatic glucose production is
ensured by gluconeogenesis that is energetically dependant of fatty acid oxidation that provide cofactors
(NADH, H+ and acetyl-CoA) required for specific gluconeogenic enzymes activities. Using the crosso-
ver plot technique, we showed that pyruvate carboxylase (acetyl-CoA dependant) and glyceradéhyde-3-
phosphate dehydrogenase (NADH, H+ dependant) are involved in the inhibition of hepatic gluconeogene-
sis in COUP-TFII invalidated mice. Moreover, hepatic COUP-TFII invalidation reduces key gluconeogenic
(PEPCK, glucose-6-phosphatase) and fatty acid oxidation (CPT-1, mHMG-CoA synthase, FABP-1) gene
expression. The hypoglycaemic and hypoketonemic phenotype is reversed by pharmacologic activation
of PPARα (a major factor in the regulation of fatty acid oxidation gene expression) suggesting that
inhibition of gluconeogenesis is mainly due to the reduction of fatty acid oxidation. All together, these
data provide evidences that COUP-TFII is a major actor in the regulation of hepatic glucose and lipid
metabolisms in newborn mice.
Keywords : COUP-TFII, fatty acid oxidation, gluconeogenesis, liver, suckling
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