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Avant-propos

Cette these bibliographique « Role des réceptewsléaires PPAR dans le
métabolisme lipidique », soutenue en vue de lidlde du titre de Docteur en pharmacie,
est née d'un intérét personnel grandissant au loiegmes études pour la biochimie
fondamentale et métabolique et de ma rencontre &tadame Hininger (Maitre de
conférence en Biochimie a la Faculté de Grenoble).

Les PPAR (Proliferator Proliferator-Activated R@ters) ont été découverts en
1990 et constituent une famille de récepteurs miidé. Leurs roles dans la régulation de
nombreux métabolismes et plus particulierementicedns le métabolisme lipidique
suscite un intérét biologique et clinique croissaah raison des perspectives
thérapeutiques qui leurs sont associées notammnaeTd k& traitement des hyperlipidémies
et de [linsulinorésistance suggérant un bénéficensdde traitement du syndrome
métabolique et le diabéte de type 2. Cette thegp®ua objectif de faire un état des
connaissances sur les mécanismes d’action des RFIARIe mieux appréhender quelles
sont les cibles thérapeutiques actuelles et futures

La présentation de ce sujet sous forme d’'un dootuplatét pédagogique est due a
mon intérét pour I'enseignement. En effet, pendamnée 2008-2009, jai étudié la
Biochimie, la Microbiologie et la Physiologie aWFM de Lyon dans le but d’obtenir le
CAPET de Biotechnologies et Génie Biologique, utificat permettant d’enseigner ces
différentes matiéres dans les classes de premtéterminale STL et dans les classes de
BTS. Jai donc mis mes connaissances d’étudiarghemmacie et d’étudiant-enseignant
au profit cette these.

Je projette d’enseigner, dans les années a veas,sciences fondamentales dans
les classes d’enseignement secondaire spécialetéds BTS et d’exercer a temps partiel

le métier de pharmacien d’officine.

Florian Laracine.
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies cardiovasculaires représentent lanipre cause de déces et
d’invalidité dans les pays développés. L'athérasdé, un des nombreux facteurs de
risque cardiovasculaire, est un phénoméne inflamineaartériel initié et entretenu par
I'excés de lipides dans le sang, ces derniers pesdat dans la paroi des vaisseaux
sanguins. Cette hyperlipidémie est généralemerdctéisée par une augmentation des
concentrations sériques du cholestérol provenasitLdd (dit « mauvais cholestérol »)
et/ou des triacylglycérols.

A partir des années 1970, des médicaments dénorfibnates ont été prescrits
chez ces patients dyslipidémiques et ont rapideffa@npreuve de leur intérét clinique. En
effet ils ont montré abaisser les concentratiomigjsés de lipides, notamment celle des
triacylglyceérols et réduire la morbi-motalité coedre. A l'origine, le mécanisme d’action
de ces médicaments n’était pas connu. Au fil deees des travaux de recherche sur ce
sujet ont été entrepris et les connaissances sas@liorées. Et c’'est dans les années 1990
que fut découverte la cible de ces médicaments« Reroxisome Proliferator-Activated
Receptor ou PPAR».Ces PPAR appartiennent a une grande famille deééipes
découverte quelques années plus tot : d@8cepteurs nucléaires » des protéines du
noyau cellulaire agissant comme facteurs de trgiguon. La poursuite des recherches sur
ces protéines a permis une meilleure compréhemgionétabolisme, notamment celui des
lipides, ce qui a permis d’élargir les perspectite&rapeutiques dans le traitement des
dyslipidémies, d’autres maladies maladies métabelgainsi que dans la prévention du
risque cardio-vasculaire.

L'objet de cette thése est de résumer les coraraiss actuelles sur les PPAR et
leur rdle dans le métabolisme des lipides. Danpramier temps les récepteurs nucléaires
et les PPAR seront etudiés de maniére générale ypmubonne compréhension de leur
mécanisme d’action. Puis I'état des connaissancielées sur le réle respectif joué par
chacun des types de PPAR (PRARPAR et PPARY/S) dans le métabolisme des lipides
sera dressé. Pour finir, des données sur les #hdtigpes actuelles et futures nous

permettront de conclure sur I'intérét en perspeatigs PPAR dans la thérapeutique.
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CHAPITRE | :

Les récepteurs nucléeaires
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La superfamille des récepteurs nucléaires regraegefacteurs de transcription de
nature protéigue qui sont activés par un ligandesfixent sur des séquences d’ADN
spécifigues, a proximité des genes quils régulepbur en modifier lactivité
transcriptionnelle. Plusieurs récepteurs nuclearegseté identifies. Le plus étudié a été le
récepteur nucléaire stéroidien. Pour d’autres téoep dont le ligand n’a pas été identifié,
on parle de récepteur orphelin. Les récepteursénirels sont classés en différentes
familles présentant des caractéristiques et desamsrnes d’action communs détaillés

dans ce chapitre ;les PPAR appartenant a 'une d’entre elles.

1. Structure des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont des protéines rat#maires de structure modulaire
commune, organisées en 6 domaines fonctionnelés miat A (a I'extrémité N-terminale) a

F (extrémité C-terminaleF{gure n°J).

Domaine de liaison au ligand (LBD)
Dimérisation (récepteurs non stéroidiens)
Transactivation dépendante du ligand
Interaction avec les co-régulateurs

Domaine de liaison a I’ADN (DBD)
Dimérisation (récepteurs stéroidiens)
Signal d’exportation nucléaire (NES

NH, A/B c|bp E R coon

Signal de localisation nucléaire (NLS?)

Transactivation constitutive indépendante du ligand
Interaction avec les co-régulateurs

Figure n°1:Schéma de la structure d’un récepteur nucléaitees fonctions principales de chacun des

domaines sont précisées dans les encadrés.
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1.1. Le domaine A/B

Le domaine A/B, a I'extrémité N-terminale, est paumservé, c'est-a-dire de faible
homologie d’un récepteur nucléaire a un autre, éanséquence qu’en taille. Sa longueur
est plus importante pour les récepteurs stéroidjgagpour les autres récepteurs nucléaires.
Il est sensible a des modifications post-traductétles, comme la glycosylation ou la
phosphorylation, qui modulent son activité. SaipaftF1 (Activation Function-1 mofif
constitue une zone d’activation constitutive dérdascription ligand-indépendante qui lie

des co-régulateurs.

1.2. Le domaine C

Le domaine C est le domaine le plus conservé rdtitoe le domaine de liaison a
I’ADN. On l'appelle aussi DBD DNA Binding Domaih Il est capable de se lier a 'ADN
au niveau de séquences nucléotidiques spécifignpslées éléments de réponse aux
hormones ou HREHormone Responsive Elem@ntSon intervention est aussi retrouvée
dans une dimérisation ADN-dépendante des réceptenrparticulier celle des récepteurs
stéroidiens.

Toutes les séquences DBD des récepteurs nucl&anepourvues de deux motifs
en « doigts de zinc » lui conférant son architextat contiennent deux hélices alpha
assemblées perpendiculairement en raison d’interechydrophobeg<horasanizadeh et
Rastinejad 2001)A noter que ce domaine contient aussi la séquebeeportation

nucléaire NESNuclear Exportation Signadu récepteufNagy et Schwabe 2004)

1.3. Le domaine charniére D

Le domaine D, peu conservé, fait le lien entrBBD et le LBD (igand Binding
Domain) Il est variable en taille et en séquence d’acmlemés. Il confere a la protéine

une certaine flexibilité et comporte la séquencdatalisation nucléaire NLSNuclear

Localisation Sign3l

-20 -



1.4. Le domaine E/F

Egalement peu conservé, c’est le domaine d®laau ligand appelé LBigand
Binding Domain).Un récepteur nucléaire existe donc sous deux ®rnu@e forme libre,
non liée au ligand, ou aporécepteur, et une forgm du ligand ou holorécepteur. Son
activité transactivatrice ligand-dépendante est a@uwemotif AF2 Activation Function-2
motif) qui lie les co-régulateurs. Ce domaine est imy@iglans une dimérisation parfois
ADN-indépendante des récepteurs, en particulierésspteurs non stéroidiens.

Le domaine E/F a été décrit comme trois couchbélides alpha, disposées « en
sandwich », formant une cavité hydrophobe danselégue ligand peut se lier. Cette
cavité est scellée par un feuillet béta double hritsi que par une hélice alpha, I'hélice
H12, a 'extrémité C-terminald-{gure n°2 (Nagy et Schwabe 2004)

H12

Figure n° 2 :Structure du LBD.Le LBD est constitué de trois couches d’hélicebal(douze hélices alpha

au total). Ces trois couches sont indiquées en, ligeune et rouge. Le ligand est indiqué en vert.

2. Interaction des récepteurs nucléaires avec difféntes structures

2.1. Avec I'ADN

L’interaction entre les récepteurs nucléaires air Isequence HRE implique

généralement une dimérisation du récepteur élément de réponse HRE est composé de
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deux demi-éléments hexanucléotidiques séparésmpaombre variable de nucléotides. Le
plus souvent, ces deux demi-sites se présentardpetition inversée ou palindrome pour
les récepteurs stéroidiens, ou en répétition dingatir les récepteurs non stéroididMesux
motifs hexanucléotidiques principaux sont récusenfAGAACA et AGGTCA Figure
n°3).

Pour les récepteurs stéroidiens la répétitiorfecafe avec un intervalle de 3 bases
et pour les récepteurs non stéroidiens la répétifieffectue avec un intervalle allant de 1 a
5 basesKhorasanizadeh et al. 2001)

HORMONE RESPONSIVE ELEMENT (HRE)

répétition directe répétition inversée
— — —  ——
A G G T C A A G GT C A A G A A C A
ARRRRRRERRRRRR NERARRRERRRRER
A C A AGA
B —
RECEPTEURS NON STEROIDIENS RECEPRSJUSTEROIDIENS
(sauf oestrogénes)
—
A G GT C A
ARRRRRRRERERRR
A CTGG A
s —

RECEPTEURS DES OESTROGENES

Figure n° 3 :Schéma des séquences HREes récepteurs stéroidiens, a I'exception du résmapaux
aestrogénes, se lient a la séquence HRE compomantipétition inversée du motif 5’-AGAACA-3'. Les
récepteurs aux oestrogéenes se lient a la répétitisarsée du motif 5-AGGTCA-3'. Les récepteuns no

stéroidiens se lient a la séquence HRE comportaatrépétition directe du motif 5’-AGGTCA-3'.
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A chaque demi-élément se fixe un monomeére du téoepDeux cas sont
fréquents : soit les monomeres sont identiquese detmodimérisation est propre aux
récepteurs stéroidiens, soit les deux monomerasigt@rents, cette hétérodimérisation est
propre aux récepteurs non stéroidiens. L'un dex décepteurs de I'hétérodimere est

souvent le récepteur X des rétinoides.

En croisant ces deux criteres — homo- ou hétérédsation (ou monomeéres) et

répétition inversée ou directe — , les réceptewsléaires peuvent ainsi étre classés
(Figure n°4 :
Repétition inversée Répétition directe
& \/ v v v
% OLXK o OO | 7KK > OO,
=
&) CLASSE | CLASSE Il
©)
% Récepteurs stéroidiens Récepteurs orphelins
T Ex:GR, MR, PR, ER, AR Ex : RxR, COUP, HNF-4
v ()
K ><.<><><\
CLASSE I

Récepteurs non stéroidiens
Ex: TR, VDR, RAR, PPAR, LXR, FXR

HETERODIMERES
avec RXR

SO SOSON
CLASSE IV

MONOMERES

Récepteurs orphelins, NGFI-B

Figure n°4 :Classement des récepteurs nucléaires en fonctiofede mode de dimérisation et de la
répétition directe ou inversée du motif hexanuclié&igue du HRE.Classe | : récepteurs s’homodimérisant
sur une répétition inversée (récepteurs stéroigie@kasse Il : récepteurs s’hétérodimérisant awvec |

récepteur X des rétinoides sur une répétition da€recepteurs non stéroidiens). Classe Ill : réeas

orphelins sThomodimérisant sur une répétition dieecClasse |V : récepteurs orphelins monomériques.
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Une des deux hélices du DBD (I'hélice de recorsaise) est une sous-structure
cruciale pour la liaison a 'ADN, elle s’insére @itement dans le grand sillon de la zone
des séquences répétées. L'hélice de reconnaissaiicdirectement le premier doigt de
zinc et interagit avec certaines bases de la ségudRE. Il existe aussi de nombreuses
interactions non spécifiques entre les chainegbasidu DBD et les charges négatives des
phosphates. Deux DBD peuvent se dimériser aprésctnfiguration correcte au sein de
I’ADN ( Figures n°5 et n°p(Khorasanizadeh et al. 2001)

RevErb

RevErb

Figure n° 5 Khorasanizadeh et al. 2001 Structure de divers complexes DBD-HRE.

Hélice de

reconnaissance

Figure n°6 Khorasanizadeh et al. 2001 Structure du DBD. Le DBD comporte deux hélices : une de

reconnaissance (en bleue) et une autre constituaat extension C-terminale (en rouge) variable.
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Deux DBD peuvent se dimériser de maniere coop€rasuffisante s’ils sont
correctement liés a I'élément de réponse. En latseal’'un tel élément de réponse, les
diméres de récepteurs nucléaires ne se formendipésient en raison de la faiblesse de

I'interaction protéine-protéine.

2.2. Avec des ligands

Tous les ligands des récepteurs nucléaires sapedttes molécules (de PM <
1000 daltons) et lipophiles, ce qui les rend cagmbe traverser les membranes cellulaires.

Les ligands naturels peuvent étre :

» Des hormones :
- les hormones stéroides
- les hormones thyroidiennes (3,5,3-triiodothyroroner 3)
» Des dérivés des vitamines Aet D :
- l'acide 9<cis-rétinoique et I'acide toutransrétinoique, issus de la vitamine A
- la 1,25-dihydroxy-vitamine D3, issue de la vitamide
» Des métabolites endogenes :
- les oxystérols, intermédiaires du métabolisme destérol
- les acides biliaires, issus du catabolisme du stélel

- des lipides (acides gras polyinsaturés et eicodaspi

L’interaction entre les récepteurs nucléairesat ligand a lieu selon deux modes
principaux impliquant généralement la participatide co-régulateurs (co-activateurs et

co-répresseurs).

» L'un est propre aux récepteurs stéroidiens :

- En l'absence de ligand, l'aporécepteur est ssigtiedans le cytoplasme et
maintenu sous forme inactive par association Ppdegines de choc thermique H3Rebt
Shock Proteinslu protéines chaperonnes qui masquent le sigriacdésation nucléaire.

- En présence de ligand, le récepteur subit umgdraent conformationnel qui,

relarguant les protéines HSP, démasque le NLS. sApnggration dans le noyau,
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I'holorécepteur se fixe a la séquence HRE sous doddmomodimere. A l'aide de co-

régulateurs recrutés, il modifie I'activité trangtionnelle du géne régulé.

La localisation intracellulaire des récepteursastBens est encore controverseée ; en
I'absence de ligand, les récepteurs des hormonxeglées seraient localisés dans le noyau,
alors que ceux des hormones minéralo- et glucaoidies seraient dans le cytoplasme.

» L'autre est propre aux récepteurs non stéroidiens

- En l'absence de ligand, I'aporécepteur, localigds le noyau, se fixe a la
séquence HRE sous forme d’hétérodimere. Il estetcta I'aide de co-régulateurs recrutés,
modifie I'activité transcriptionnelle du gene regul

- En présence du ligand, le récepteur subit umgdraent conformationnel qui
entraine un échange de co-régulation, inversanindaification initiale de I'activité

transcriptionnelle du gene régulé.

La plupart des récepteurs nucléaires ont une taggehaffinité pour un unique
ligand spécifique, celui-ci pouvant donc activerdeepteur a faible concentration. C'est le
cas des récepteurs aux hormones stéroides. D’aatregteurs ont une faible affinité pour
leurs multiples ligands spécifiques, ceux-ci agissnc a une concentration plus élevée.
Les ligands ont en commun un caractére non polgireleur permet de se lier a la cavité
hydrophobe du LBD. Cependant ces ligands peuveaigneonsidérablement en taille. La
spécificité du ligand est due a un nombre limitécdetacts polaires stéréospécifiques et a
la forme de la cavité. Les récepteurs ayant unéehaffinité pour leur ligand spécifique
ont une petite cavité. Les récepteurs pouvantdeemultiples ligands avec une faible

affinité ont une cavité plus largelagy et Schwabe 2004)

2.3. Avec des récepteurs membranaires

Une cellule vivante recoit en permanence de nombsignaux extérieurs, captés
par des récepteurs membranaires et des réceptaiémines, signaux qu’elle doit intégrer

pour y répondre de facon adaptée. Les récepteursbraeaires initient des voies de

signalisation menant souvent a I'activation de @ras kinases et a I'activation de facteurs
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de transcription. Quant aux récepteurs nucléaitessont eux-mémes des facteurs de

transcription.

L’intégration de ces signaux repose en partie :
- d’une part sur le contréle de l'activité des réeeps nucléaires par phosphorylation
par des protéines kinases activées par des réceptembranaires
- et dautre part sur des interactions, souvent mnéggt entre les récepteurs

nucléaires et les facteurs de transcription astpa¥ les récepteurs membranaires

Trois principaux modes d’interaction négative peuv@&re décrits :

= le quenching (ou atténuation). Le récepteur nird¢an se liant a I’ADN,
empéche le facteur de transcription d’interagircalge machinerie transcriptionnelle de
base.

= le tethering (ou accrochage). Le récepteur nueé¢aans se lier a 'ADN,
interagit directement avec le facteur de transiomptl’empéchant d’interagir avec la

machinerie transcriptionnelle de base.

= le squelching (ou engluement). Le récepteur nirelésans se lier a 'ADN, entre
en compétition avec le facteur de transcriptionrpguou des co-activateurs communs et

en quantité limitante, 'empéchant d’'interagir alemachinerie transcriptionnelle de base.

Dans les 3 cas, linteraction protéine-protéinérestie récepteur nucléaire et le
facteur de transcription est responsable d’'unestégmession par le récepteur nucléaire du
gene contrélé par le facteur de transcription staisdépendance d’'un récepteur

membranaire.

3. Mécanismes de modification de I'activité transagptionnelle

Les récepteurs nucléaires se lient a '’ADN poudifter I'activité de transcription
de certains genes. Lorsque le récepteur est liénaligand (souvent une hormone),
I'élément de réponse aux hormones est régulé pesignt si 'expression du géne est

activée, et négativement si I'expression du geménbghée. La modification de I'activité
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transcriptionnelle du géene entraine la modificatienla quantité de protéine produite, qui,

a son tour, entraine par exemple la modificatiofadétesse d’un processus métabolique.
Dans la plupart des cas, le récepteur fixé slértiént de réponse recrute des co-

régulateurs qui interagissent avec les facteurgérgém formant le complexe d'initiation de

la transcription, ce qui augmente ou diminue [\dtditranscriptionnelle de base.

3.1. Les co-régulateurs

Certains co-activateurs possedent une activittorestransacétylase et sont donc
capables d'acétyler les histones, ce qui conduitna déstabilisation, favorable a la
transcription, de la structure nucléosomale. Dgaitrsont dépourvus d’activité
transacétylase mais peuvent étre dotés d’actiatéet aussi intéressante comme la
facilitation de la fixation de 'ARN polymérase IA de rares exceptions pres, les co-
activateurs contiennent un ou plusieurs motifseieh Lysine LxxLL (ou x est un acide

aminé quelconque) impliqués dans l'interaction deddBD du récepteur.

Les co-répresseurs recrutent des histones déksmity’'enlévement des groupes
acétyl des histones, conduit a une stabilisaticgfawbrable a la transcription, de la
structure nucléosomale. En général les co-répresseulient aux récepteurs nucléaires
dépourvus de ligand et sont déplaceés par 'arrdieéigand. A noter que des antagonistes
des récepteurs nucléaires peuvent déplacer lepresseur ou bien le laisser lier et que des
agonistes inverses augmentent en réalité I'intemaciu co-répresseur avec le récepteur.

Les co-répresseurs contiennent, eux, le motif LxxxiNagy et Schwabe 2004)

3.2. Dimérisation des récepteurs nucléaires

En croisant les 2 criteres — mode de dimérisgtiomo- ou hétérodimérisation) et
HRE (positif ou négatif) —, les mécanismes de mcation de I'activité transcriptionnelle
peuvent étre ainsi classeés :

» Homodimérisation des hormones stéroides.

Seuls les holorécepteurs sont fixés a leurs él&smem réponse. Si I'élément de

réponse est positif, la fixation de I'holorécept@ufADN conduit au recrutement de co-
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activateurs et de protéines a activité histoneylcasférase ; il s'ensuit une activation de
la transcription du géne. Si I'élément de réponse n&gatif (cas rare) la fixation de
I'holorécepteur a '’ADN conduit & des événementd ocmanus (recrutement d’éventuels
co-répresseurs ? recouvrement de la TATA box P)s’dnsuit une inhibition de la

transcription du gend-{gure n°7.

HRE positif HRE négatif
|||||IIIIIIIIIIIII@WW ||||||||||||||||||@IIIII
Transcription basale " Transcription basale

v v
v v

@D | GohA ) —

@ v

_CoA
ngHC!RD]]%IIIIII ||||||(;RD(;RDI@:EEDI
- )

ACTIVATION PAR L'HOLORECEPTEUR REPRESSION PAR L’'HOLORECEPTEUR

Figure n°7 :Mécanisme de modification de l'activité transcriptinelle pour le récepteur des

glucocorticoides, un récepteur stéroidiefiCo-A : co-activateur, HAT : histone acétyltragrsfse)

» Hétérodimérisation des hormones non stéroideslLes récepteurs (apo- ou

holorécepteurs) sont fixés en permanence a lenregléde réponse.

Si I'élément de réponse est positif :
= En I'absence de ligand , la fixation de I'aporéeep a ’ADN conduit au recrutement de
co-répresseurs et de protéines a activité hist@sacadtylase ; il s’ensuit une répression
constitutive de la transcription du géne.
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= En présence du ligand, sa fixation sur l'aporém@piconduit a I'association de co-
activateurs et de protéines a activité histoneyicatsférase ; la levée de la répression par
I’holorécepteur suivie de I'activation stimule lamscription du gene.

Si I'élément de réponse est négatif :
= En I'absence du ligand, la fixation de I'aporéegpta '’ADN conduit a des événements
mal connus. Il s’ensuit une activation constitutilela transcription du géne.
= En présence du ligand, sa fixation sur I'aporémaptconduit a I'association de co-
represseurs et de protéines a activité histonecédase ; la levée de I'activation par

I'holorécepteur suivie de la répression inhibedmscription du gend-{gure n°§.

3.3. Régulation de l'activité par des modificatios post-traductionnelles

La phosphorylation est une forme de régulation -pastuctionnelle qui peut
affecter les domaines comme AF1, LBD ou DBD. Leteas de cette phosphorylation
peuvent étre des kinases associées a des facteutgmrtscription de la machinerie
transcriptionnelle de base, comme par exemple Ci#ait partie du complexe TFIIH,
ou des kinases activées en réponse a des signansmis par les MAPKMitogen-
Activated Protein Kinageles PKA ou PKC Rrotein Kinase A et Protein Kinase).(dLa
phosphorylation facilite souvent le recrutementcdeactivateurs ou de composants de la
machinerie transcriptionnelle de base. Mais la phosylation peut aussi a l'inverse agir
sur la réponse transcriptionnelle, par exempleigindant I'affinité du récepteur pour son
ligand, en induisant des changements conformatlsraeniveau du LBDGronemeyer et
al. 2004) Les réecepteurs nucléaires peuvent aussi étreuitibigjes en vue de leur

dégradation par le protéasome.

4. Classification des récepteurs nucléaires

En fonction des analogies de structure primaaesuperfamille des récepteurs
nucléaires est divisée en 6 familles, issues d’'émmn gene ancestral ayant divergé au
cours de I'évolutionKigure n°9. Pour chacun des récepteurs, il existe souventquisi
isotypes, c'est-a-dire des récepteurs apparent€s @ar des genes différents, ou plusieurs
isoformes, c’est a dire des récepteurs codés panéme géne mais issus de promoteurs

alternatifs, d’épissages alternatifs ou de sitegalgadénylation différents.
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HRE positif

HRE négatif

Transcription basale
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REPRESSION PAR L'HOLORECEPTEUR

vV.e ——

u

DEREPRESSION PAR L'HOLORECEPTEUR

Transcription basale

M —

—
N

4

®
m::mz.m::%)mm
>

ACTIVATION PAR L'HOLORECEPTEUR

!

—

REPRESSION PAR L'HOLORECEPTEUR

Figure n°8 :Mécanisme de modification de I'activité transcriptinelle pour les récepteurs non stéroidiens.

(Co-A : co-activateur, Co-R : co-répresseur, HAfistone acétyltransférase, HDAC : histone désaasg)l
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Geéne ancestral

TR
RAR
PPAR

LXR
FXR
VDR

NGFI-B }

— GR
MR

PR

AR )

FTz }

Figure n°9 :Arbre phylogénétique des récepteurs nucléaires.
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CHAPITRE Il : Données

générales sur les PPAR
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Les PPAR(Peroxisome Proliferator-Activated Recepformnt été découverts en
1990 et constituent une famille de récepteurs mirgg. lls ont été nommes ainsi en raison
de la prolifération des peroxysomes qu'ils induisgéans le foie des rongeurs suite a leur
activation. Les PPAR sont une des familles de técep nucléaires les plus étudiées en
raison de leur intérét thérapeutique actuel etrfulls présentent des caractéristiques
communes aux récepteurs nucléaires, détaillées tmnshapitre précédent, et des

particularités que nous détaillerons dans ce dleapit

1. Classification des PPAR

Les PPAR, comme les autres récepteurs nucléapessédent un structure
moléculaire composée de domaines fonctionnelssTisoitypes majeurs de PPAR, codés
par des genes difféerents, ont été identifies : PlPAR NR1C1 (Nuclear Receptor
subfamily 1, Groupe C, Membre, BPARB/6 ou NR1C2 et PPARou NR1C3. Ces 3
isotypes possedent une structure similaire. Chesolais, les genes PPARPPAR et
PPARB/S sont situés respectivement sur les chromosome6 @617. Chez 'homme, ils
sont localisés respectivement sur les chromosoRe3 &t 6.

Ces trois PPAR présentent entre 78 et 86% d’itiedtins leur domaine de fixation
a 'ADN et entre 63 et 71% dans leur domaine dation du ligand. De maniere
surprenante, il semble que les PPAR aient connwitesse d’évolution particulierement
rapide car, pour une isotype donné, il existe défrdnces conséquentes entre les
séquences issues de diverses especes. Il esttteletarapprocher ce taux d’évolution
rapide de la large diversité de ligands des PPABestdifférences de reconnaissance de
certains ligands entre les PPAR de différentescespBesvergne et Wahli 1999)

PPARx a été le premier des trois PPAR a étre identdigz la souris en 1990
(Issemann et Green 1990Le géne PPAR murin couvre environ 30 Kbp d’ADN
génomiqueGearing et al. 1994)

Le géne des PPARcontient 3 promoteurs differents donc génére Bstmts

différents : PPARL, PPAR?2 et PPARS (Fajas et al. 1998] es transcrits de PPAR et
de PPARS sont traduits en des protéines identiques PRAReux isoformes des PPAR
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sont exprimées a un niveau significatif chez larisoet ’'homme y1 ety2 (Zhu et al. 1995,
Elbrecht et al. 1996)Ces deux formes different par le fait gi&a une trentaine d’acides
aminés de plus a son extrémité N-terminale en magson site promoteur différent. Le
géne PPAR s’étend, chez 'homme comme chez la souris, sus ge 100 Kbp d’ADN

génomique.

Le sous-type PPARS est nommé ainsi car ce sous-type diverge conditénent
du xénope aux mammiféres (PPRARhez le xénope et PPARhez les mammiféres). I
semblerait que PPARet PPAR soient des orthologues divergeafitskada et al. 2000)

Le géne murin PPA&Rcouvre, lui, environ 70 Kpb.

2. Distribution tissulaire des PPAR

2.1. Distribution tissulaire des PPARx

Chez le rat adulte, les principaux sites d’exposssles PPAR sont le foie, le
coeur, les reins, le tissu adipeux brun, la mugaéugstinale, la rétine, la glande surrénale,
le muscle squelettique, les ilots du pancréassatdules musculaires lissésookout et al.
2006, Braissant et al. 1996, Issemann et Green, 1d@ver et al. 1994, Lemberger et al.
1996, Zhou et al. 1998)

Chez 'homme, le niveau d’expression des PRARNS le foie semble nettement
inférieur au niveau d’expression observé chez tegyeurs(Palmer et al. 1998)Les
PPARx ont également été détectés dans le coeur, les teimuscle squelettique et le gros
intestin(Auboeuf et al. 1997, Mukherjee et al. 1997/Dg maniére générale, I'expression
tissulaire et histologique des PP&Rpparait trées cohérente avec son réle majeur dans
I'activation de I'oxydation mitochondriale et peg®omale des acides gras. Les principaux
organes qui catalysent des acides gras (coeur, lengspielettique, foie, muqueuse

intestinale, reins) expriment des niveaux élevéB@ARu.

2.2. Distribution tissulaire des PPAR

Chez les rongeurs adultes, PBABst essentiellement exprimé dans les tissus
adipeux blanc et brufBookout et al. 2006, Tontonoz et al. 199248pbn expression est
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eégalement détectée a des niveaux conséquentsadangjlieuse intestinale du colon et du
caecum(Bookout et al. 2006, Lefebvre et al. 1998, Maneéal. 1996, Saez et al. 1998)
ainsi que dans certains tissus lymphoides commegdachez les rongeurs uniguement) et
les plaques de Peyé&traissant et al. 1996, Lemberger et al. 198t6a des niveaux plus
faibles dans la rétine, le muscle squelettiquefoie, I'os ou la peau. Son expression
fluctue avec le cycle circadien dans le foie etsdartissu adipeux blarig’ang et al. 2006)
Chez 'hnomme, les PPAR et PPAR2 sont exprimés a des niveaux élevés dans le
tissu adipeux et a de faibles niveaux dans le rawetdes PPAIRL sont également détectés
dans le foie, le coeur, les reins et le gros imestjas et al. 1997, Mukherjee et al. 1997D,
Vidal-Puig et al. 1997)Les PPAR sont également exprimés a des niveaux modestss dan
divers tissus ou populations cellulaires et notanmtmédans les monocytes et les
macrophagegNagy et al. 1998, Ricote et al. 1998a, Tontonozalet1998) Enfin,
l'isoforme PPAR3 présente une expression limitée au tissu adipauxcolon et aux

macrophage§-ajas et al. 1998)

2.3. Distribution tissulaire des PPAR/o

Chez le rat adulte, le niveau d’expression des FP@Ast relativement abondant,
souvent plus élevé que celui de PRA®R PPAR dans de nombreux tiss(isscher et al.
2001) C’est lisotype le plus abondant dans le syst&weux central chez le rat adulte
(Braissant et al. 1996, Cullingford et al. 1998iberger et al. 1996aBien qu’ubiquitaire,
les PPAR sont un peu plus abondamment exprimés dans les etile long de I'intestin
avec une expression qui croit du duodénum au atlame expression relativement faible
dans le foie comparativement au tube digé€siifokout et al. 2006; Escher et al. 2001)
Dans le foie et le tissu adipeux brun, les PBARRmMblent présenter une expression qui
fluctue en fonction du rythme circadi€ivang et al. 2006)Une forte expression des
PPAR3 a également été détectée dans les cellules deliSgitaissant et al. 1996,
Lemberger et al. 1996et dans les ostéoclastégiano et al. 2000)L’'expression des
PPAR3 est également fortement augmentée dans I'endoyraairsite d’implantation du
blastocyste, lors de la nidatighim et al. 1999) Chez 'homme, les PPARsemblent
également ubiquitaires, présentant un niveau désgion modérée et une répartition
tissulaire qui semble globalement en accord aveadsultats obtenus chez les rongeurs
avec une expression plus élevée dans le placentgo$ intestin et le muscléuboeuf et

al. 1997) Le statut nutritionnel semble constituer un raggur important de I'expression
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des PPAR. Le jelne réduit fortement leur expression dasgdas et le foi¢Escher et al.
2001) et 'augmente fortement dans le muscle squelettigwist et al. 2003)L’exercice
physique a également été montré comme un stimulatgoortant de I'expression des
PPARS au niveau musculair@ uquet et al. 2003)

3. Ligands des PPAR

LIGANDS PPARa PPARy PPARS
Acide eicosatétraénoique ++ nd nd
Acide docosatetraénoique + + +
Acide linoléique + + +
Acide arachidonique + + +
Acides gras saturés (C6-C18) + nd +
Prostaglandine J2 ++ ++ ++
Prostaglandine 12 ++ + ++
Prostaglandine & ++ + ++
Prostaglandine p ++ + +
Prostaglandines du groupe E - - -
Prostaglandines du groupe F - - -
Acide hydroxyeicosapentaénoique (8-HEPE) ++ + nd
Acide hydroxyeicosatetraénoique (8-HETE) +++ nd -
Leucotriene B4 nd ++ nd

Tableau n°1Bishop-Bailey 2000) Activateurs endogénes des PPAR+ + : activateurs agissant a des
concentrations nanomolaires ; + + : a des concetitlas micromolaires basses ; + : a des concentraio

micromolaires élevées ; — : pas d'effet aprés baiswu récepteur ; nd : absence d'information.
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3.1. Ligands des PPAR

Les PPAR peuvent étre activés par une large variété endogkacides gras
saturés et insaturés dont I'acide palmitique, tacstéarique, I'acide palmitoléique, I'acide
oléique, l'acide linoléique, l'acide arachidoniquef les dérivées des eicosanoides
(Gottlicher et al. 1992(Figure n°10) (Tableau n°1)Ce qui est caractéristique des PRAR
c’est le vaste spectre de ligands. Le plus puissamsanoide agissant comme ligand
activateur des PPARest sans doute I'acide 8(S)hydroxyéicosatetraéieoiy 8(S)HETE.
La plupart de ces acides gras agissent a des doaib@ms micromolaires. Parmi les PPAR,
les PPAR semblent avoir la meilleure affinité pour les &sdgras polyinsaturés. Les
acides gras saturés sont les acides gras de maifiohieé pour les PPARDesvergne and
Wabhli, 1999) Des travaux plus récents ont montré que plusiacides gras présentaient
des affinités de I'ordre du nM pour les PRPAR Ilinghaus et al. 1999, Hostetler et al. 2006,
Hostetler et al. 2005, Lin et al. 1999argement compatibles avec les concentrations
circulantes mais surtout compatibles avec les adramgons intracellulaires et
intranucléaires estimées de ces acides gras. @esuk récentgHostetler et al. 2006,
Hostetler et al. 2005ainsi que des plus anciefisorman et al. 19973uggerent que les
acyl-CoA pourraient constituer de meilleurs ligaretsactivateurs que les acides gras
correspondants. Il est probable que le réle phggiqle des PPARRSsoit d’étre sensible a
la quantité totale des acides gras entrant darisges métaboliquement actifs.

Les fibrates, des acides carboxyliques amphipbesiqutilisés dans le traitement
des hypertriglycéridémies, sont des ligands desHRPRe clofibrate est le chef de file de
cette classe et a été identifié avant que les PRABvient découver{Eigure n°10) Chez
'homme les fibrates doivent étre utilisés a fodese pour exercer leur activité
hypolipémiante. Récemment, l'ureidofibrate (GW232il§té trouvé comme agissant a des
concentrations nanomolaires pour activer les PiPARY. Il existe d'autres ligands
exogenes des PRAR dautres fibrates (bezafibrate, fénofibrate, §brozil), la
nafenopine et WY-14643.

3.2. Ligands des PPAR

Les PPAR peuvent se lier a des molécules endogenes consnaeitkes gras et des

dérivés des eicosanoides a des concentrationsmotames, avec une préférence pour les
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acides gras polyinsaturés tels que I'acide linaiéi@t I'acide arachidoniquelu et al.
1999)(Tableau n°1) Cette affinité micromolaire est en adéquationcdeetaux sérique de
ces composés. Cependant leurs concentrations ehitiaores sont mal connus. Des
dérivés des prostaglandines tels que la 15-deseltg-d2-14-PGJ2 (15d-PGJ2) ont été
identifies comme des agonistes des PPARrman et al. 1995Des lipides oxydés tels
que les 9-HODE (acide 9-hydroxyoctadécadienoiquéB-HODE (acide 13-
hydroxyoctadécadienoique) et 15-HETE (acide 15-twykicosatétranoique) ont été aussi
trouvés comme des activateurs des PPA&NS les trophoblastes primaires humainsyy

et al. 1998) Plus recemment, un alkyl phospholipide oxydéexéddecyl azelaoyl
phosphatidylcholine, a été montré comme un ligajaheste endogéne des PPAR avies

et al. 2001)

Les thiazolidinediones (TZD{Figure n°10)sont les activateurs synthétiques des
PPARy les plus connus, qui ont la propriété d’amélideesensibilité a I'insuline et de
diminuer la glycémie chez les patients diabétiqiegype 2. L'isoxazolidinedione (JTT-
501) (Shibata et al. 1999agit aussi sur les PPARx forte concentration. GW2570 est un
agoniste, non TZD, sélectif des PPARyant une action antidiabétique chez 'homme
(Willson et al. 2000)

De nouveaux agonistes partiels et antagonistesP&SRy ont été récemment
identifiés. L’acide triterpeno 2-cyano-3,12-dioxeaha-1,9-dien-28oique (CDDO) est un
agoniste partiel avec des propriétés anti-inflanemnes (\Wang et al. 2000)Le bisphenol
diglycidyl ether et LG-100641 ont été identifiésmone des antagonistes des PRAR
(Wright et al. 2000, Mukherjee et al. 200Wn antagoniste des PPARGWO0072, a été
rapporté pour interagir avec différents acides @edn du LBD et bloquant la
différenciation des adipocyté®berfield et al. 1999)Bien que ces composes aient peu
d’intérét clinique pour linstant, ils sont utilisépour comprendre la physiologie des
PPARy et pour I'identification de nouveaux ligands.

En plus de la méthode de synthese chimique, leerebe sur des produits naturels
a aussi trouvé des agonistes des PPAiIREs de plantes médicinales comme le saurufuran
A tiré de Saururus chinensisHwang et al. 2003)des flavonoides tels que la chrysine,
I'apigénine ou le kampferdlLiang et al. 2001 ainsi que des composés phénolés tirés de

Glycyrrhiza uralensigsKuroda et al. 2003)
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Des AINS (Anti-Inflammatoires Non  Stéroidiens)dont [I'ibuproféne,

'indomethacine, le fénoproféene, ont montré exergee activité sur les PPAR et o
(Lehmann et al. 1997)
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Figure n°10 :Structure de quelques exemples de ligands des PRA&R.acides gras et les dérivés des
eicosanoides sont des agonistes des PPAR. Lbrelefiet le gemfibrozil sont des agonistes des RPAR
rosiglitazone, un thiazolidinedione, est un aganidés PPAR GW501516 est un agoniste des PP/ARS-

HETE : acide 8-hydroxyéicosatetraénoique.

3.3. Ligands des PPAR/6

Comme les autres PPAR, les PBARInteragissent avec les acides gras saturés et

insaturés tels que l'acide dihomédinolénique, 'EPA (épiandrostérone) et l'acide

arachidonique(Tableau n°l) Les acides gras polyinsaturés ont une faiblenigdfi

micromolaire pour les PPAR(Forman et al. 1997)Leur sélectivité de ligand est

intermédiaire entre PPARet PPAR (Xu et al. 1999)L’acide palmitique, et son analogue

- 40 -



métabolique l'acide 2-bromopalmitique, ont été iffeys comme des agonistes des
PPARB/6 (Amri et al. 1995) Des eicosanoides tels que PGAl et PGD2 ont étdréso
comme activateurs des PPBAR (Yu et al. 1995)

La carbaprostacycline, une prostaglandine héntigyinfue, est aussi un agoniste
micromolaire des PPARS (Forman et al. 1997Le taux physiologique de son précurseur
naturel, la prostacycline, n’est pas connu en raggson instabilité métabolique.

Dans le but de définir le réle physiologique dé€5ARp/3, des efforts ont été faits
pour développer de nouveaux composés qui activendaepteur de maniére sélective tels
que L-165041 et GW5015XFigure n°10) A noter que les AINS antagonisent les PBAR

On a aussi présenté un agoniste potentiel dex@rnges des PPAR : L-796449, un
dérivé de l'acide phénylacétiqueerger et al. 1999, Berger et al. 2001)

4. Mécanisme d’action des PPAR

4.1. RXR et hétérodimérisation

Contrairement aux récepteurs des hormones stéroilde PPAR forment un
hétérodimere avec le récepteur des rétinoides RXiRata et al. 1994(Figure n°11).
Comme les PPAR, RXR existe sous 3 isotypes ; & XRXRB et RXRy chacun d’eux
étant activés par I'agoniste endogene acides9€tinoique(Mangelsdorf et al. 1992)
Aucun role spécifique n’a été trouvé pour ces dififés isotypes. Cependant, des agonistes
synthétiques des RXR peuvent activer le complex®RRRXR et par cela obtenir un effet
antidiabétique similaire a celui observé en utiltsdes agonistes des PPAR. Cela a été

observé chez des souris diabétigliiéskherjee et al. 1997a)

4.2. PPRE

Les PPRE(PPAR Response Elemer{ffigure n°11) sont constitués de deux
séquences de six nucléotides AGGTCA directemenétéés et séparées par un seul

nucléotide. Les éléments adjacentcmdu PPRE (spécialement en 5’) semblent jouer un
réle dans la liaison sélective des PPAR a leur PRRENI et al. 1995) Curieusement,
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PPAR-RXR se lie au PPRE avec une polarité invgraéeapport au dimere VDR-RXR et
TR-RXR sur les éléments DR3 et DR4 respectiverfiéptnberg et al. 1997)

Co-activateur
ou
Co-répresseut

Ligand de PPAR

o}

TRANSCRIPTION

Ligand de RXR :
Acide 9<is rétinoique

Figure n°11 :Mécanisme d’action des PPAR.e récepteur nucléaire PPAR forme un dimére agec |

récepteur aux rétinoides RXR. Ce dimére se lieeaséquence d’ADN spécifique PPRE.

4.3. Co-activateurs et co-répresseurs

Plusieurs cofacteurs protéiques, co-activateurscouépresseurs, modulent la
capacité des récepteurs nucléaires a initier oumép la transcriptior{Figure n°11) Les
co-activateurs interagissent avec les récepteursléaives d'une maniére ligand-
dépendantélLemberger et al. 1996A I'état libre, le récepteur nucléaire hétérodiisé
s’associe a des multiples co-répresseurs a activiione désacétylase comme NCoR
(Nuclear receptor Co-Repressary SMRT(Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid
hormone receptor)Horlein et al. 1995, Chen et al. 199Bes co-activateurs tels que PBP
(PPAR Binding ProteinjZhu et al. 1997)avec une activité histone acétylase, initient des

séquences d’événements induisant la transcriptiagede cible.
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4.4. Régulation de l'activité par des modificationpost-traductionnelles

Des cascades de signalisation intracellulairdsstejue la voie des MAPK et les
protéines PKA et PKC integrent des signaux deuimémbrane plasmique pour moduler
I'activité des PPAR a travers des phosphorylatiblasphosphorylation des PPAR régulent
leur affinité pour leurs ligands, RXR, des cofacsenu encore les genes cibiegige et al.
2006) Autre que ces effets directs de phosphorylati@ttivité des PPAR peut étre
modulée en régulant leur propre expression. Pampbes la PKC et la voie kinasique du
stress induisent I'expression des PRAR des PPAR (Yaacob et al. 2001, Tan et al.
2001)

Les PPAR peuvent étre ubiquitinylés en vue de dégradation par le protéasome
26S. Leur dégradation est améliorée par la liasdeurs ligands par un mécanisme qui
requiert certainement une conformation active @epéeurHauser et al. 2000Par contre,
les agonistes des PPARstabilisent le récepteuBlanquart et al. 2002, Hirotani et al.
2001) Curieusement, le co-activateur p300 stimule |lexymes intervenant dans

I'ubiquitinylation (Grossman et al. 200.3)
La sumoylation $mall Ubiquitin-like Modifiey est un processus similaire a
l'ubiquitinylation par lequel des protéines homaleg a 'ubiquitine sont liées de fagon

covalente aux protéines cibles. Cette sumoylaseitgn I'acide aminé cible, peut exercer

un effet inhibiteur ou activateur sur I'activitésdePAR(Feige et al. 2006)

5. Réles physiologiques divers des PPAR

5.1. Réles physiologiques des PPAR

e Métabolisme lipidique, inflammation et athérosok®: les agonistes des PPAR

jouent un réle clé dans la régulation deptaxydation. De plus, ils stimulent aussi la
capture cellulaire des acides gras en augmentxpreéssion de la protéine de transport
des acides gras. Aussi, les agonistes des RRIRinuent le taux plasmatique des TAG

en stimulant I'expression de la LPL (Lipoprotéingdse)et en inhibant I'expression de
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'apo C-IIl (apolipoprotéine C-Ill) dans le foie.ek agonistes des PPARNt aussi
rapporté activer I'expression de l'apo A-l et dABCAl (ATP Binding Cassette
transporter Al) Les agonistes des PPARXxercent aussi un effet anti-inflammatoire dans
les cellules vasculaires en induisant l'inhibitida I'expression de VCAM-1 cytokine-
induite (Vascular Cell Adhesion Molécule IMarx et al. 1999)et en augmentant
I'expression de I'oxyde nitriqgue synthase endo#iéliGoya et al. 2004)suggérant donc
un bénéfice en terme de prévention cardiovasculBiams les cellules endothéliales, les
agonistes des PPARréduisent la concentration plasmatique de IL-6dehinuent

I'expression des COX2 dans les cellules musculéisess vasculairegSstaels et al. 1998)

5.2. RoOles physiologiques des PPAR

e Différenciation adipocytaire l'adipogénese provient d'un processus de

différenciation d’'une préadipocyte précurseur eip@a/te, processus lié a I'activation des

PPARy. Mais l'activation des PPARpeut aussi promouvoir I'apoptose des adipocytes.

e Sensibilisation a l'insuline les thiazolidinediones (TZD), des agonistes des

PPARy, augmentent la sensibilité a I'insuline et sonlisés dans le traitement du diabéte

de type 2.

e Cancer. les propriétés apoptotiques et de différenamatellulaire des PPAR
ont été utilisées en chimiothérapie contre diffegsertumeurs humaines (cerveau, colon,
prostate, pancréas et glande pituitaiepeffler 2003, Leibowitz et Kantoff 2003, Bull
2003, Tsujie et al. 2003, Heaney 2003)

e Inflammation et athérosclérosdes agonistes des PPARNt montré avoir des

effets antiathérosclérotiques dans différents nesda@himaux. Cependant ces agonistes ont
aussi un effet délétére par la surexpression dgptéars scavengers CD36 qui captent les
LDL oxydés (Tontonoz et al. 1998)Dans les cellules endothéliales, les TZD inhibent
I'expression de molécules vasculaires d’adhésidlulage (VCAM-1) et I'expression de
molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM-1), ceii grésulte en une réduction de
I'accumulation de monocytes et des cellules mus@ddisses dans l'intimé asceri et al.
2000) prévenant la formation de la plaque fibreuses. Gbéganacrophages de I’homme,

les agonistes des PPARInhibent l'activité gélatinolytigue de la MMP-§Matrix
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Metalloproteinase 9)un enzyme responsable de la rupture de la pladaex et al. 1998a)
Les TZD inhibent la prolifération des cellules muisires lisses vasculaires en diminuant
la phosphorylation de la protéine du rétinoblastetnen augmentant le taux de I'inhibiteur
cycline dépendant p2#Vakino et al. 2000)Aussi, les agonistes des PPARhibent la
synthese du récepteur de type 1 de l'angiotengiaris les cellules musculaires lisses
vasculaires, ce qui a un effet bénéfique sur ltatb@érose et I'hypertensianakeda et al.
2000)

5.3. Roles physiologiques des PPAR

e Hyperlipidémie, inflammation, athérosclérose eésité: des effets bénéfiques

des PPAR ont été trouvés dans I'hyperlipidémie, I'athérésote, I'obésité, I'efflux du
cholestérol et dans la dépense d’énergie musculairessel et al. 2003, Tanaka et al.
2003)

e Fertilité: les PPAR jouent aussi un réle important dans la grossesse e
influencant I'implantation et la décidualisatioh.al été trouvé que les PPARL que les
COX2 sont exprimés dans le site d'implantationiatét encore plus fortement pendant le
processus de décidualisation. En I'absence de CQ@X2agoniste sélectif PPARL-
165041 peut a lui seul restaurer le processus thimtation(Lim et al. 1999)

e Cancer. il a été démontré que les PPRRont impliqués dans la formation de

tumeurs intestinales et dans la croissance dep@glyarak et al. 2002)

e Systéeme nerveuxdes études ont montré que les PBA#®Nt abondamment

exprimés dans le systéme nervelixoreno et al. 2004, Xing et al. 1995)a forte
expression dans le thalamus suggére leur implicatans la réponse a la douleur et a la
température. Des agonistes des PPARontrent augmenter la différenciation des
oligodendrocytesSaluja et al. 2001)
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CHAPITRE 1l :

RoOle des PPAR dans le

metabolisme des lipides
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Le contréle du métabolisme des lipides et des lipi@nes est un processus
complexe impliquant de nombreux genes dont I'exgoesest régulée. Cette régulation, en
partie coordonnée par les PPAR, permet a l'orgamistadapter son métabolisme en
fonction des besoins énergétiques. Le role des PBa&# le métabolisme des lipides
apparait comme évident compte tenu du fait queatebreux ligands de ces récepteurs
sont des lipides. Des pré-requis de biochimie nodigie fondamentale sont nécessaires a
la bonne compréhension de cette régulation palPRAR et sont accessibles dans de
nombreux ouvraged/oussard 2006, Voet 2005A travers ce chapitre, nous traiterons les
PPARuy, les PPAR et les PPAR/S indépendamment, dans I'étude de ce métabolisme
lipidique.

1. Réle des PPAI dans le métabolisme des lipides

Les roles des PPARdans la régulation du métabolisme des lipides suiitiples.
En effet, ils sont capables d’agir au niveau duaméisme lipidique intracellulaire et
plasmatique en modifiant les proportions des dfiiées lipoprotéines. Cet isotype est celui
pour lequel les connaissances, en matiere d’astiorie métabolisme lipidique, sont les

plus avancées.

1.1. Réle des PPAR dans le métabolisme des lipoprotéines

Les PPAR interviennent a différents niveaux dans le métabhw des
lipoprotéines ; sur le métabolisme des triacylgigt®plasmatiques, sur la production et la
clairance des VLDL et sur le métabolisme de HDLétute de leur intervention sur le

métabolisme des LDL sera traitée a travers cebeadéres lipoprotéines.

1.1.1. Réle des PPARIans le métabolisme des TAG plasmatiques

Le role des PPAR dans le métabolisme des lipoprotéines a pu étteapdé
rétrospectivement par I'analyse des effets prodpés les fibrates, des agonistes des
PPARy utilisés en thérapeutique. De nombreuses étudegjes chez I’homme ont
rapporté que les fibrates abaissent le taux plagosatle triacyglycérols (TAG)

) On observe également
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une augmentation du taux de TAG plasmatiques cbeezduris mutées PPAR/-

Puisque la plupart des TAG plasmatiques, chemijkt & jeun, sont transportés par
les VLDL (Very Low Density Lipoproteinsdn pense que I'activation des PRA&mMinue
la production des VLDL par le foie et/ou stimuléduration des TAG des VLDL dans les

tissus périphériques.

1.1.2. Réle des PPARdans la production des VLDL

Peu de données sont disponibles quant aux efstfilitates sur la production et la
sécrétion des VLDL chez I'homme. Une étude a moqtré le gemfibrozil, un agoniste
des PPAR, diminue la production des VLDL, alors que le lodite n’avait pas d’effet a
ce niveau

Chez la souris, les PPARont montré avoir un impact majeur sur la sécrétion
hépatique des TAG. En effet 'absence des PPARez ces animaux est associée a une
augmentation de la production de VLDL par le foie

et I'activation des PPAdRpar WY 14643 diminue considérablement la productien
VLDL.

Les VLDL sont synthétisées par des assemblagesligiges autour des
apolipoprotéines B par I'action de la protéine MT(MRcrosomal Triacylglycerol Transfer
Protein) donnant naissance a des VLDL matures de typehksien TAG

) On peut s’attendre a ce que I'élévation du ta@xTAG hépatiques augmente la
production de VLDL d’une part parce que la lipidatides apolipoprotéines défavorise
leur dégradation, ce qui augmente le nombre de V/L&ld’autre par parce que un pool
riche en TAG qui seront incorporés dans les VLDInpet d’augmenter la taille des VLDL

)) Cependant une
corrélation positive entre la quantité de TAG hiépggs et la production de VLDL n’est
pas toujours évidente. En effet, la production kigpa de VLDL chez des souris peut ne
pas étre modifée malgré une stéatose massive 3)Ces données
permettent d’établir une relation entre le stockhaépatique des TAG et la production des
VLDL, qui n'existe que si le pool des TAG est imfzott. Ceci s'applique a la fois au

niveau tissulaire, ou seul I'excés de TAG stockésda région périportales engendre la
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formation de VLDL, et au niveau cellulaire car Te&G incorporés au VLDL proviennent

certainement de compartements lipidiques intralcetks.

Beaucoup d’études ont montré que l'activation BBARx diminue la quantité de

TAG hépatiques, surtout dans le contexte d’un fmlee en graisses

A l'inverse, une déplétion en PPARSt associée a un accroissement
du stockage hépatigue des TAG et qui S’accentuésapn jeun prolongé ou une

alimentation régulierement riche en graisse

Une des propriétés des PPARSt leur capacité a stimuler I'oxydation des axide
gras en stimulant I'expression des genes des vdiegydation mitochondriales,
peroxysomales et microsomiales des acides gras, qae ceux de la carnitine
palmitoyltransférase | et Il, de l'acyl-CoA oxydasde l'acylCoA déshydrogénase

(Figure n°12) La premiére enzyme est responsable du transport
d’acides gras dans la mitochondrie depuis le cytasodeuxieme et la troisieme enzyme
catalysent respectivement la premiére étape ¢ieobaydation mitochondriale et de f&
oxydation peroxysomale. Les génes de ces diffésemeymes ont été identifiés comme
des cibles directes des PPARt comportent la séquence PPRE. En conséquence,
I'explication la plus plausible de la diminutionsd€AG hépatiques induite par I'activation

des PPAR est la stimulation de I'oxydation des acides gras.

Aussi, I'expression de MTTP, protéine impliquéasida lipidation de I'apoB100
pour former une particule de VLDL naissante, a &éemment démontrée comme
augmentée lors de [lactivation des PRAR.'expression de MTTP semble aussi
promouvoir la sécrétion de I'apoB100. Ces deux éwwnts sont associés a une
diminution de la disponibilité des TAG ce qui faisar I'introduction de I'apoB100 dans
les IDL (Intermediary Density Lipoproteingt LDL (Low Density Lipoproteing)lutot que
dans les VLDL
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Curieusement, une étude récente centrée sur I'ADRRpose Differenciation-
Related Protei)) dont le gene est la cible directe des PRARonNtre que cette protéine est
un médiateur potentialisant I'effet des PRASur la production des VLDL. Cette protéine
est exprimée dans les adipocytes lors de leurrdiffdation finale. En culture cellulaire, il
a été montré qu'une augmentation de ADRP empéch®rlaation des VLDL en
dispersant les acides gras de la voie d’assemiglege/LDL sous forme de gouttelettes

lipidiques cytosoliques

La diminution de la production de VLDL par les agtes des PPAR est
généralement attribuée a une diminution du stockégatique des acides gras. En plus de
son rble sur le catabolisme des acides gras, \aain des PPAR a un impact sur les
multiples aspects du trafic de lipides intracelih@s et leur métabolisme, certains de ces
aspects s’opposent a la baisse du taux de TAG iggpatcomme la stimulation de genes

impliqués dans la synthéese, I'élongation ou la tléation des acides grass

1.1.3. Role des PPARIans la clairance des VLDL

Plusieurs études ont étudié I'impact des PRARr la clairance des lipoprotéines
riches en TAG. Toutes ont montré une augmentatoette épuration apres un traitement

par des agonistes des PRAR

L'épuration des TAG des VLDL dans le plasma eét |la I'action de la LPL
(Lipoprotéine Lipasp Cette enzyme a un réle déterminant dans le pdasmatique de
TAG. La LPL est synthétisée par les adipocyteg®ntyocytes puis apres sa translocation
dans I'endothélium capillaire elle est ancrée démdumiére des vaisseaux par des
protéoglycannes a héparane-sulfate. Chez 'homendraitement par des agonistes des
PPARux est associé a une augmentation de I'activité L&dt-péparine, ce qui suggere que
la stimulation de I'épuration des TAG plasmatigpes les agonistes des PP&AReut étre
attribuée a une amélioration de l'activité de ld_LP

6Aussi, chez 'homme comme chez la souris, les RPActivés
peuvent se lier a la séquence PPRE du promotewgéda de la LPL pour activer sa
transcription hépatique ce qui augmente I'hydrolges TAG issus des VLDL et des
chylomicrons(Schoonjans et al. 199¢Figure n°12).
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Théoriguement, des changements de l'activité dePla peuvent étre liés a une
altération de la production de la LPL elle-mémepau une altération de la production de
protéines qui assistent la LPL dans sa fonctioguwunodulent son activité. Ces derniéres
incluent des apolipoprotéines telles que I'apo ,CFApo C-lll et I'apo A-V ou les
angiopoietin-like proteins &t4. Alors qu’il est clair que I'expression de LPL esimulé
par les PPAR dans le foie, il n'y a pas d’évidence qu’il existe role des PPARdans
I'expression de la LPL dans le coeur et les musEle®ffet ni une absence de PRA¢hez
des souris mutées ni un traitement par Wyl464gamiste des PPAR n'a d’influence
sur I'expression de ’TARNm de la LPL pour le ccearaburis. Les PPARsemblent alors
plutbt stimuler I'épuration des TAG plasmatiques j@wmiant sur des activateurs ou
inhibiteurs de l'activité de la LPL. Chez 'hommegla souris, I'expression hépatique et le
taux plasmatique de l'apo C-lll, apoprotéine quhile la LPL, est diminué par les
agonistes des PPAR

(Figure n°13. Plusieurs mécanismes ont été avances pour egplignhibition
de I'expression de I'apo C-lll par les PPARans lesquels interviennent les facteurs de
transcription Rev-erl, HNF4a ou FOXO1

171l est possible que le complexe PRARXR activé soit un

faible inducteur de la transcription de I'apo C-éll qu’il déplace le facteur HNF-4 a fort
pouvoir transcriptionnel de son site de liaison, e entraine une diminution de la
synthese de la protéine. La répression du géenéagde [C-1ll conduirait notamment a
favoriser la lipolyse des VLDL et a générer de ghuges particules de LDL qui seront

plus aisément captées par le récepteur aux LDL.

A la différence de l'apo C-lll, les agonistes d&BARx augmentent I'expression
hépatique et le taux plasmatique de I'apo A-V, uativateur de la LPL
) Un PPRE fonctionnel a été identifié dans le preuo du gene de l'apo A-V

humaine, ce qui fait de lui une cible directe d8f\Ra

Il peut aussi étre envisagé que l'effet stimulatges PPAR sur la clairance des
lipoprotéines riches en TAG peut étre contrebalgmméune stimulation de I'expression
PPARu-dépendante de Angptl4, une protéine inhibiteulad&€PL qui convertit la LPL
sous forme de dimere actif en un monomére inactif

) L’Angptl4 est une protéine impliquée dans la maion et la stabilisation des
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vaisseaux. Le taux plasmatique de Angptl4 est antgnpar un traitement par fibrates

1.1.4. Role des PPARIans le métabolisme des HDL

En plus de leur effet diminuant le taux de TAGsptatiques, les fibrates sont
utilisés cliniguement pour leur capacité a augmelateéaux de cholestérol provenant des
HDL (HDLcho). Chez les souris, le taux de choledtéotal et celui provenant des HDL
est diminué lors d’un traitement par des agonidess PPAR tandis
que leurs taux respectifs augmentent chez les ssadpourvues du géne des PBAR

/Ces effets difféerents chez la souris et 'hommoatsdus a une
régulation spécifigue de I'apo A-l, protéine ccems dHDL. Alors que l'activation des
PPARy augmente le taux plasmatique et I'expression &RkNm de I'apo A-l chez
I’'homme, I'effet opposé est observé chez les rorgyEt

) L’absence de stimulation de I'expression de I'aépd par les PPAR chez les
rongeurs a été attribuée a une différence de Jatides du site promoteur du géne de
'apo A-l entre le rat et ’'hommeé J)En plus de I'apo A-l, le taux
plasmatique et le taux dARNm hépatique de I'apd,Aautre composant majeur des HDL,
sont aussi augmentés chez 'lhomme aprés un traitepae fibrates

»JAu contraire, chez les rongeurs, une réductiois @assi un induction
de I'expression de I'apo A-Il ont été observées 9lla
été démontré que les promoteurs de l'apo A-1 gbd’@A-Il humaine possedent une

séquence PPRE

Ces dernieres années, nos connaissances surdasismées et la localisation de la
formation des HDL ont considérablement progreskésfoie et l'intestin sont les sites
majeurs de production des HDL. On sait que les I4bit formés par la lipidation de I'apo
A-1 médiée par le transporteur de I'efflux du chetérol ABCAL1 ATP-Binding Cassette
Al). L'importance de ABCA1 dans la synthese des HI3L iBustrée par le fait d’'une
presque absence de HDL chez les patients déficeent&sBCA1
L'expression de ABCA1l est augmentée par les PPARNs lintestin et dans les
macrophages JAucun PPRE n’a été identifié chez
la souris ou 'homme dans le gene ABCAL, ce quigsug que ABCAL n’a pas de réle

direct. Le mécanisme d'efflux du cholestérol comdwi retour du cholestérol des tissus
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périphériques vers le foie, ou il sera excrété danbile soit directement, soit apres
conversion en acides biliaires. Ce processus néedssfonctionnement du transporteur
ABCAL et la présence d'un accepteur de cholestilofue I'apo A-l conduisant a la
formation de particules de HDL naissantes. Les PPABht capables d’augmenter le
transport inverse du cholestérol en augmentanpi&ssion protéique du récepteur SR-
BI/CLAL et I'expression du gene ABCA1 dans les macrophages
humains de maniére indirecte via LXR .)Le contenu lipidique des
macrophages est modifié par l'activation des PRARe plus, les agonistes des PRAR
réduisent I'estérification du cholestérol induitearple TNF. en inhibant la
sphingomyélinase, la sphingomyéline étant abonddates les lipoprotéines de haute
densité 3) Ces deux mécanismes contribuent a I'augmentat@oia

quantité de cholestérol libre disponible pour leff (Figure n°13).

MACROPHAGE — FOIE
Apo A-l
PPAFB/S Apo A-l J
\ @
Cholestérol | Cholestérol Cholestérol
e ] ABCAL > e SR-Bl 7 “eqtaritia

naissantes

LCAT

Figure n°13 :Réles des PPARdans I'efflux de cholestéroll activation des PPARdans les macrophages
augmente le taux de cholestérol libre par rappout taux de cholestérol estérifié augmentant ainsi la
quantité de cholestérol disponible pour l'effluxe plus, les PPAR augmentent I'expression de deux
transporteurs de cholestérol impliqués dans I'efflle cholestérol, ABCA-1 et SR-BI. Enfin, dansoie, f
PPAR: augmente I'expression d'un accepteur de cholebtérdispensable a l'efflux de cholestérol,
I'apolipoprotéine A-l).
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Récemment, ABCGL1 a été identifié comme un trarieporesponsable de I'efflux
cellulaire du cholestérol vers les HDL maturés mais pas d’évidence

valable n’a été montrée concernant la régulatioABIEG1 par les PPA&R

Plusieurs protéines sont impliguées dans le retagdedes HDL dont la LCAT
(Lecithin Cholesterol Acyl Transférgsda PLTP Phophoslipid Transfer Protejnet la
CETP Cholesteryl Ester Transfer ProtgirLa LCAT est responsable de I'estérification du
cholestérol ; la PLTP transfere les phospholipiies lipoprotéines riches en TAG vers les
HDL ; la CETP assure un transfert de cholestér@drdi® des HDL vers les VLDL et un
échange réciproque de TAG. Chez les souris, leatéib diminuent I'activité plasmatique
de la LCAT ainsi que le taux dARNm hépatique deL@AT
L’expression hépatique et l'activité plasmatiqueldePLTP, qui augmente la taille des
HDL en catalysant le transfert des phospholipides ¢DL/VLDL aux HDL, sont
augmentées par les PPARhez les souris de type sauvage mais pas chezoless
PPARx -/-. En conséquence, la stimulation de I'exprassie PLTP pourrait expliquer
'augmentation de la taille des particules HDL zldes souris traitées aux fibratésuly
et al. 2001) Comme la CETP est absente chez les souris, éeed& PPAR dans la
régulation de l'activité de la CETP n’a pas perrdiétre expliqué avec ce modele.
Curieusement, dans une étude récente avec dess OHTP transgénique, avec un
syndrome ApoElll de type leiden, il a été trouvée de fenofibrate réduit manifestement
I'activité de la CETP en parallele avec une augaién du HDLcho plasmatique/an
der Hoogt et al. 2007 Ces données impliquent que les fibrates réduikaetivité de la
CETP chez les humains, ce qui suggére que I'effstfilbrates sur le taux plasmatique de
HDLcho chez les humains pourrait étre partiellentknf une suppression de l'activité de
la CETP. De plus, on peut extrapoler que l'actatdes PPAR diminue le taux de
VLDL plasmatiques, or ces lipoproteines étant deewnt impliquées dans les échanges
avec les HDL via la CEPT (les HDL transférant lelestérol aux VLDL et recevant en
échange des TAG) cette diminution pourrait donaltésen une augmentation de la taille
des HDL.

Le cholesterol des HDLcho peut aussi étre épurdepacepteur hépatique sélectif
SCARBL. Les fibrates pourraient également agir ienirdiant la clairance hépatique des
récepteurs SCARB1 en agissant sur leur expresgamun mécanisme PPARIependant
(Mardones et al. 2003)
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1.2. Réle des PPAR dans le transport et le trafic intracellulaires des acides gras

Les PPAR sont fortement exprimés dans les tissus ou lebohsme des acides
gras est élevé. lls y régulent I'expression desegémpliqués dans la capture cellulaire des
acides gras, leur estérification en acyl-CoA etr Idaégradation par la voie de [&
oxydation peroxysomale et mitochondriale, ainsi dmesynthése des corps cétoniques
(Schoonjans et al. 19960.a premiere étape requise pour I'oxydation dedexcigras est
leur transport a travers la membrane plasmiqueiaan hépatique qui est augmentée par
les fibrates de maniére concomitante a I'accroiesgrdu catabolisme des lipoprotéines
riches en TAGFrenkel et al. 1994)

Les concentrations intracellulaires d’acides grast partiellement contrdlées par
un systéeme qui permet I'entrée de ces molécules ancellules et un autre qui empéche
leur sortie. Ce systéeme est sous la dépendancewtepdoteines clés, la FATIE4tty Acid
Transport Proteih et I'acyl-CoA synthétase (ACS) qui facilitent pestivement I'entrée
des acides gras libres dans les cellules et listdion de ces acides grag/ant pour
conséquence d’empécher leur sortie de la celrifpure n°12).

Des études ont montt&lartin et al. 1997gque TARNm de la FATP est exprimé de
facon ubiquitaire dans I'organismeais que les plus fortes expressions sont localidaes
le tissu adipeuxie coeur, le cerveau et les testicules. Un traitérpar fibrateaugmente
les quantités de 'ARNm de la FATP dans le foid'iatestin de ratset celles de 'ACS
dans le foie et les reins. L’activation de @k=ux protéines par les fibrates survient au
niveau transcriptionnel et peut étre reproduit itrov sur les cultures de cellules
hépatocytaires AML-12 et Fa32. L'acide fenofibriqaeigmente les concentrations
d’ARNm de la FATP et de 'ACS de ces cellules.

Le transport des acides gras est facilité patrd@sporteurs membranaires tels que
la FATP et la FAT/CD36(Fatty Acid Translocaseginsi que par l'activité ACS car
I'activation des acides gras libres prévient lefflue. Le géne FATP1, possédant une
activité ACS, est un gene cible direct des PRARduit dans le foie et dans lintestin par
les fibrateg Martin et al. 2000)et pourvu d’une séquence PPREohnert et al. 1999Le
gene FATP2, initialement identifié comme une AC8dilque des acides gras a longue
chaine située dans la membrane des peroxysomes etidrosome&3erger et al. 1998)
est également induit par I'activation des PRARoyama et al. 1998Le géne FAT/CD36
est induit de maniere PPARIépendante dans le foie, 'intestin et les macagel par les
activateurs de PPAR
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D’autres études ont confirmé que les activateurs des
PPARx augmentent les concentrations de 'ARNmM de la FAJ&Rs le foie de souris et a
un moindre degré dans lintestin, et celles de d\iRde la translocase des acides gras
dans les deux tissus. Ces effets passent obligatent par une stimulation des PRAR
puisque, chez la souris dont le gene de ce réaepwuinvalide, I'expression de ces

protéines n’est pas augmentée par un traitementrpactivateur des PPAR

Il apparait donc que les activateurs des P Adilitent la capture cellulaire des
acides gras libres. Cette capture correspond aetape importante de la régulation de

I’'homéostasie du métabolisme lipidique cellulaire.

Outre la capture des acides gras, les PPABgulent également le trafic
intracellulaire des acides gras via leur capacitadction de protéines FABHFatty Acid
Binding Proteinsmpliquées dans la fixation des acides gras ourdipnes ACBRAcyl-
CoA Binding Proteins)mpliquées dans la fixation des acyl-CoA. Plusiegénes de
protéines FABP comportent une séquence PPRE.

Dés gu'ils sont entrés dans la cellule, les acitas doivent gagner les organites ou
siegent les réactions métaboliques. La MCPT-Muscle-type Carnitine
PalmitoylTransferase-1¢st une enzyme clé qui permet I'entrée des agdes dans les
mitochondries des muscles squelettiques et du mesetiaque. Un PPRE pouvant lier un
PPARx a été localisé dans le premier exon du géne dePla-1 musculaire humaine

8)Ce PPRE permet l'induction, par le PRARctivé par l'acide
oléique, du promoteur du géne de la MCPT-1 danscdatiomyocytes. Ces résultats ont
été confirmés in vivo : I'expression du géene dMIBPT-1 était diminuée de moitié chez
des souris dont le gene des PRA®t invalide par rapport a ce qui a été obserez des
souris témoins 2)De plus, des activateurs des PRBARaugmentent pas
I'expression de la CPT musculaire dans le coeursoesis dont le gene des PPARSst
invalide. Ces résultats montrent que les PRAEgulent I'entrée des acides gras dans les
mitochondries. Cette entrée correspond a une d@amgale du métabolisme des acides
gras dans les tissus comme le coeur et les musgiedettiques, pour lesquels les acides
gras sont une source majeure d’énergie. L'actinaties PPAR induit aussi I'expression
de la LCPT-lI(Liver-type Carnitine PalmitoylTransferase-Ilyu et al. 1998, Kersten et al.
1999)
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Le malonyl-CoA est considéré comme le principdiibiteur physiologique de
I'activité de la MCPT-1. Sa production est asswgmartir de I'acétyl-CoA par les acétyl-
CoA carboxylases dont I'expression est controléedpa facteurs de transcription SREBP
(Sterol Regulatory Element Binding Proteinsq dégradation du malonyl-CoA en acétyl-
CoA est assurée par la malonyl-CoA décarboxylase to régulation positive par les
PPARy dans le cceur et le muscle a été identifieempbell et al. 2002, Young et al.
2001a).Deux PPRE ont également été identifiés dans lanpteur de la malonyl-CoA
décarboxylase de ratee et al. 2004)Ainsi en plus de réguler directement I'expression
des MCPT-1, les PPARaugmenteraient aussi I'activité¢ malonyl-CoA déoasitase en
augmentant la dégradation du malonyl-CoA, leurbitbur physiologique, via I'induction
de la malonyl-CoA décarboxylase. La CPT-Il semiglalément étre une cible des PRAR
car elle est induite dans le foie par les fibratesyama et al. 1998, Hashimoto et al. 1999)
Un PPRE a été identifié dans le promoteur humaila @PT-11(Barrero et al. 2003)

Afin de déterminer si l'activation des PPARoue un rdle dans la réponse
homéostatique du métabolisme lipidique cellulaites chercheurs
ont caractérisé I'expression des genes cibles d&SRE en réponse a une inhibition
pharmacologique du transport des acides gras darelule. Dans leur étude, I'inhibition
du flux entrant d’acides gras dans la cellule aspgoié, par rétrocontréle, I'induction des
génes cibles des PPARodant pour des enzymes impliquées dans I'oxyddtiépatique
et cardiaque des acides gras. Chez les souris ldogéne des PPARest invalide,
I'inhibition du flux des acides gras dans les debua provoqué une accumulation massive
de lipides dans le foie et le coeur, ainsi qu'urypdglycémie et la mort du quart des
femelles et de tous les males. Le traitement delesmaendant 2 semaines parfle
oestradiol a restauré les métabolismes lipidiqueglécidiques de ces animaux. Ces
résultats démontrent que le PPARuent un réle central dans 'homéostasie deddipiet
du glucose et indiquent que les oestrogenes centrfd métabolisme des lipides dans le

foie et le coeur.

1.3. Réle des PPAR dans le métabolisme intracellulaire des lipides

Le catabolisme intracellulaire des acides grag fatervenir trois voies
métaboliques : laB-oxydation mitochondriale, Ig3-oxydation peroxysomale et dl*
hydroxylation microsomale. Ces différentes voiesspntent des préférences en matiere de
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substrats. La voie peroxysomale métabolise prétfiétiament les acides gras a trés longue
chaine (C>16). Elle génere des intermédiaires démcgras incompletement dégradés qui
sont classiquement catabolisés par la mitochondriew-hydroxylation microsomale
permet la dégradation de divers acides gras et &lwéd d’acides gras comme les
prostaglandines. Elle génére des acides dicarlmuedi qui sont des substrats pourfles

oxydations mitochondriales et surtout peroxysomaleshson et al. 1996)

1.3.1.3-oxydation mitochondriale

L'activation des PPAR génere une entrée massive des acides gras dans la
mitochondrie accompagnée d’'une expression de pitssgenes codant pour des enzymes
clés de cette voie métaboliqueoyama et al. 1998)Une enzyme fixée a la membrane
interne de la mitochondrie, dite protéine TP (Hra&élrifonctionelle), présente la triple
activité enoyl-CoA hydratase / 3-hydroxylacyl-Cofsthydrogénase / 3-cétoacyl-CoA
thiolase(Uchida et al. 1992)L’expression de cette enzyme est induite pafibeates de
maniere PPAR-dépendantéroyama et al. 19983)

La premiere réaction de If-oxydation est catalysée par quatre enzymes
caractérisées par des spécificités de longueurhdene carbonée de leur substrats : la
SCAD, la MCAD, la LCAD et la VLCAD(Small, Medium, Long et Very Long chains
Acyl-CoA Deshydrogénasd).expression de ces quatre enzymes est augmeh&zedes
souris de type sauvage mais pas chez les souriRiPAsuite a un traitement par fibrates
(Aoyama et al. 1998)De plus I'expression constitutive de LCAD et VLDAest réduite
chez les souris PPAR/-. Un PPRE fonctionnel a été identifié dans éme humain de la
MCAD (Gulick et al. 1994)

1.3.2. Cétogenese

L’enzyme limitante de la synthése des corps cdtms est la HMG-CoA synthase
mitochondriale (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA siiase) dont le gene est une cible
directe des PPAR(Le May et al. 2000)Les promoteurs murin&odriguez et al. 1994t
porcins(Ortiz et al. 1999de cette enzyme possedent un PPRE fonctionnel. GHBbOA
lyase qui agit sur 'THMG aprés sa synthése par IGHZ0A synthase serait également
régulée de maniére PPARIépendante au cours du jelviandart et al. 2004bet d’'un
traitement par WY14643<night et al. 2005%)
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1.3.3. Protéines de découplage

Les protéines UCRUncoupling Proteins)localisées dans la membrane interne
mitochondriale sont capables d’agir comme des car@aprotons et de découpler la
formation du gradient de protons de la syntheseTE' Aconduisant ainsi a une forte
consommation d’oxygene et a la production de chaleu

Dans le tissu adipeux brun de rat, 'TUCP1 sembtgulée par les PPARvia un
PPRE partiellement conservé chez 'homme et laisommais uniguement dans des
situations ou le tissu est supposé pauvre en agrdsset donc ou I'expression de UCP1 est
faible (Barbera et al. 2001 Cependant I'expression de UCP1 n’est pas moddaes le
tissu adipeux brun des souris PRARR en situation d’alimentation ou de je(fersten et
al. 1999)

L'expression d’'UCP2 et d’'UCP3 est induite par ksdes gras et les PPAR
pourraient jouer un réle dans ces régulations. Bgsnistes des PPARou un jeun
augmentent I'expression d’'UCP3 de maniere P&ABpendante dans le coeur et dans le
muscle alors que celle d’'UCP2 n’est que légéreraeginentée dans le musc¢izun et al.
1999, Young et al 2001bPlusieurs PPRE potentiels ont été identifiés danmsomoteur
de 'UCP3 humainéTu et al. 200Q)En revanche dans des cardiomyocytes de nouveaux-
nés, dans des cultures primaires d’hépatocytesmigeurs, in vivo dans le foie de souris,
les agonistes des PPARnNduisent I'expression d’'UCP2Armstrong et Towle 2001,
Nakatani et al. 2002, Tordjman et al. 208uggérant que les PPARoueraient bien un
réle dans les régulations d’'UCP2 et d'UCP3.

1.3.4.p-oxydation peroxysomale

L’'acyl-CoA oxydase est I'enzyme limitante de laievalite « inductible » de |-
oxydation peroxysomale. Son promoteur chez I'honuooatient une séquence PPRE
(Varanasi et al. 1996L'enzyme bifonctionelle qui catalyse la deuxiegtela troisieme
étape de cette voie de ffaoxydation peroxysomale a son géne présentant émqeesce
PPRE(Bardot et al. 1995)La derniére étape de flaoxydation peroxisomale « inductible »
est catalysée par deux thiolases différenteshiddase A et la thiolase BChevillard et al.
2004) L'expression de ces deux génes est induite pditieates.

Dans la seconde voie de [loxydation peroxysomale dite « non inductible »,

I'expression de I'enzyme bifonctionelle qui cata@ysa deuxiéme et la troisieme étape de
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cette voie est réduite de 50 % chez les souris BRARAoyama et al. 1993)La thiolase
de cette voie chez le rat présente un gene conmpartee séquence PPREopez et al.
2003)

1.3.5.0-hydroxylation microsomale

La prolifération des peroxysomes s’accompagne rgéaréent d’'une augmentation
des concentrations de plusieurs enzymes du réticelndoplasmique. En particulier, les
expressions des enzymes de la famille des cytodsdtd50 4A (CYP4A) sont celles qui
augmentent le plus suite a un traitement par digaseurs des PPAR(Schoonjans et al.
1996) Ces enzymes interviennent dans-tiydroxylation de divers acides gras et
particulierement dans le métabolisme de I'acidecladmnique. Li-hydroxylation est
fortement accrue en cas de jeune ou de diabetpjiast du a une forte induction PPAR
dépendante des CYP4Kroeiz et al. 1998)Un PPRE fonctionnel a été identifié dans le
promoteur de CYP4A1 chez les rongeusslrige et al. 1995)

1.3.6. Biosynthéese des lipides

L’enzyme malique est induite par les proliféragede peroxysomes, via la fixation
de PPAR: sur un PPRE situé dans le promoteur du géne cqutaunt cette enzyme
(Castelein et al. 1994, lJpenberg et al. 19%7activité de cette enzyme est réduite de
moitié chez les souris PPAR-/- (Aoyama et al. 1998)La glucose-6-phosphate
deshydrogénase fournit une partie du NADPH utitieér la biosynthese des acides gras.
Son activité semble également induite par un fiordé maniere PPARdépendante
(Ayoma et al. 1998)

Les fibrates activent, via la fixation de PPARur un PPRE fonctionnel, la
transcription de laA9-désaturaséGuillou et al. 2002, Knight et al. 2005Un PPRE
fonctionnel a aussi été identifié dans le promoteunain de la\6-désaturasérang et al.
2003)

Alors que le réle des PPARdans la régulation des génes clés de la lipogenese
apparait donc trés limité, I'expression de la pttipla ces génes ainsi que ceux impliqués
dans la cholestérogénese est sous le contrOleade=ufs de transcription de la famille

SREBP. Les liens entre la voie de signalisationRIe&Ry et les voies SREBP sont encore
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mal connus, pourtant, il apparait assez cohéreatlgurégulation du catabolisme des
lipides (par les PPA& d’'une part et de la lipogenése (par les SREBR)tc part soient

relativement coordonnées.

2. Role des PPAR dans le métabolisme des lipides

Les PPAR sont bien connus en raison de leur intérét thétapes. En effet, les
thiazolidiones (TZD), des agonistes des PRABeuvent étre prescrites chez les patients
diabétiques de type 2 pour leur effet hypoglycémi@et effet peut étre direct, les TZD
agissant sur la synthese de géenes impliqgués dangtkbolisme des glucides, mais aussi
indirect, les TZD agissant sur la synthése de gempiqués dans le métabolisme des

lipides. Les PPARjouent également un réle dans I'adipogenese.

2.1. Role des PPARdans le métabolisme des lipoprotéines

Les PPAR interviennent dans le métabolisme des TAG plagmues et des HDL,
tout comme les PPAR Cette intervention dans le métabolisme des lipigimes accentue

le réle qu'ils jouent également dans I'athérogenése

2.1.1. Réle des PPARlans le métabolisme de TAG plasmatiques

Beaucoup d’études chez les souris et les hommeasamntré que les agonistes des
PPARy tendent a diminuer le taux plasmatique de TAG d&miode de jeun ou
postprandialée

) Des variabilités dans cette diminution du tauxTé& plasmatiques sont observées
en fonction de I'animal utilisé ou de I'agonistdlisé. En effet, aucun effet des agonistes
des PPAR sur le taux plasmatique de TAG n’est observé ¢tbezleux especes de souris
communément étudiées dans la recherche sur I'attiérose, celles dépourvues du géne
du récepteur au LDL et celles dépourvues du ger@ape E (Tailleux et al. 2003)Chez
'homme la rosiglitazone semblent plutét diminuer thux de TAG plasmatiques en
période post-prandiale que pendant le jéua JDes

études montrent que la baisse des TAG plasmatiqpess traitement par des agonistes
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des PPAR, est liée a leur action sensibilisante a l'insallinhibant la lipolyse du tissu
adipeux et le niveau plasmatique des acides ghlassli ce qui tend a diminuer la
production hépatique de VLDLU »)Cependant il n’y a pas de relation entre
le pouvoir sensibilisant a I'insuline des PPAR la baisse plasmatique de TAG

) De plus, dans une étude récente, le traitementdadétiques de type 2 par la
pioglitazone ne change en rien la production hgpatde VLDL

Tandis que les agonistes des PRA®&t diminuer le taux plasmatique de TAG par
une combinaison de la suppression de la produdiépatique de VLDL et de la
stimulation de la clairance plasmatique de TAG, #&nistes des PPARsemblent
diminuer le taux de TAG plasmatiques exclusivenanameéliorant la clairance des TAG

J’effet stimulateur des agonistes des PRAR
sur la clairance des TAG plasmatiques est liésditaulation de I'expression de la LPL et
a 'amélioration de son activité dans le tissu adip

Qui est associée a
une augmentation de l'activité LPL post-héparife

(Figure n°12)

Autre que la régulation directe de la productienlLdPL, les agonistes des PPAR
peuvent influencer l'effet lipolytique de la LPL atiminuant le taux plasmatique de
I'apolipoprotéine apo C-Ill, un inhibiteur de la LP “Curieusement,
chez les rats, I'induction de l'activité de la LBL.de sa stimulation expressionnelle par les
agonistes des PPARut observée dans le tissu adipeux inguinal et redgropéritonial

3Ce type de régulation adipocytaire de la LPL Iparagonistes des
PPARy est probablement impligué dans la redistributioln stockage des graisses
viscerales sous traitement par des agonistes d&®\PR.aplante et al. 2006)Aussi
aucune induction de I'expression de la LPL parHB4ARy ne fut observée dans le muscle
squelettique muririKageyama et al. 2003A la différence de ce qu'on peut observer in
vivo, les agonistes des PPARIminuent I'activité de la LPL dans les adipocypesnaires
de rats et de souris 3TBefebvre et al. 1997, Ranganathan et Kern 19B0&eut étre
envisagé que linhibition de l'activité¢ de la LPleyt étre liée a une stimulation de
I'expression de Angptl4. Des travaux récents martopie la rosiglitazone augmente le
taux plasmatique de Angptl4 chez 'lhomii@i et al. 2005) et que Angptl4 augmente le
taux de LPL monomérique (forme inactive de la LRQ)h peut penser que ce mécanisme

est identique pour la pioglitazofgagashima et al. 2005)
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Il est difficile d’étudier le réle des PPARJans la régulation du métabolisme des
lipides en raison de la |Iétalité du génotype PIPARchez les souris. Cependant I'absence
du gene des PPAR est viable chez la souris et ces souris mutéedlert un taux
plasmatique élevé de TAG, contrairement a I'efiet dgonistes des PPARSpécialement
en cas de déficit en leptinkledina-Gomez et al. 200.Wne élévation similaire du taux de
TAG plasmatiques fut observée chez des souris depesi de PPAR dans leur tissu
adipeux(Jones et al. 2005A part le géne de la LPL, tres peu de génes<itids PPAR
ayant un impact sur le métabolisme des lipoprogimehes en TAG sont connus. Il a été
montré que le récepteur LRP{LDL-Receptor-Related protein ,1)mpliqué dans la
clairance des esters de cholestérol des remnartigytiemicrons et aussi certainement des
HDL, est un gene cible des PPARans les adipocytes humainsauthier et al. 2003Ces
données suggérent que la stimulation de I'exprasd® LRP-1 peut contribuer a I'effet

stimulateur des agonistes des PRARr la clairance des lipoprotéines riches en TAG.

2.1.2. Réle des PPARJans le métabolisme des HDL

Bien que les agonistes des PRAS$vient tres bien connus pour leur capacité a
diminuer la glycémie et éventuellement le taux d&GTplasmatiques, selon le type
d’animal et I'agoniste utilisé, le taux plasmatiqde cholestérol et de chaque classe de
lipoprotéines peut étre aussi modifiéailleux et al. 2003, Goldberg et al. 2005)
Récemment, les résultats de deux études cliniquases avec la rosiglitazone ou la
pioglitazone ont été publiés. Dans la premiére 04@&tients diabétiques de type 2 furent
traités par metformine, glyburide ou rosiglitazoragpres quatre ans le taux plasmatique de
HDLcho était le plus élevé chez les patients tsaar rosiglitazonékahn et al. 2006)
Dans la deuxieme, 5238 patients diabétiques deaypeent traités par pioglitazone ou un
placebo ; encore, une augmentation du taux plagoeatie HDLcho fut observée chez les
patient traités par pioglitazon@ormandy et al. 2005)Aussi, un traitement par des
agonistes des PPARest associé a une augmentation de la taille dés(EDnayama et al.
1999, Shiral et al. 1999, Goldberg et al. 20Caygmentation de taille favorisant leur
capture.

A présent, les mécanismes par lesquels I'activadies PPAR augmentent le taux
de HDLcho demeurent incertains. Il est possiblelga@gonistes des PPARe soient pas
completement sélectifs et activent aussi les PRARependant, contrairement aux

agonistes des PPAR les agonistes des PPARe semblent avoir aucun effet sur la
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synthese de I'apo A-l et de I'apo A{llefebvre et al. 1997, Nagashima et al. 200g)fait
que le taux plasmatique de HDLcho soit indifféranok agonistes des PPARhez les
rongeurs complique I'étude des mécanisiesebvre et al. 1997) Il est probable que la
modeste augmentation de HDLcho sous agonistesRi&RPsoit due a une dimunition de
la protéine échangeuse CETP entre TAG des VLDIclatlestérol des HDL, de maniere
concomittante avec une chute du taux de TAG desLVlENfin, les PPAR ont montré
stimuler 'expression de ABCA1 chez les macrophag@esnetti et al. 2001, Chawla et al.
2001a) Comme ABCAL est requit pour I'efflux de cholestédes cellules vers apo A-l
pour former les HDL naissantes, la stimulation’degdression de ABCA1 par les PPAR
peut contribuer a 'augmentation du HDLcho parPEARy. Cependant, il est nécessaire
de démontrer que I'expression de ABCA1 est souidrdle des PPARdans les tissus
responsables de la synthése majeure des HDL dtintet le foie.

2.1.3. Macrophages, athérosclérose et BPAR

Les premiéeres études étaient plutdt en faveur dftet aggravant des PPAR sur la
formation des cellules spumeusé&ore et al. 2001)On pensait en effet que les PPAR
en augmentant la différenciation des monocytes atrophages, induisait 'expression de
CD36, récepteur des LDL oxydées. Selon ce modaei provoquait I'accumulation
intracellulaire de cholestérol et la productionr(fes phospholipides des LDL oxydées) de
ligands naturels de PPARNagy et al. 199§)induisant un cercle vicieux d’accumulation
de lipides et de conversion des macrophages aneeBpumeuses athérogenes.

Bien que CD36 soit de fagcon sans équivoque inphuitles activateurs des PPAR
(Chawla et al. 2001b)des travaux plus récents montrent cependant queyde de
régulation positive est rompu par des effets oppadés ligands des PPARsur le
métabolisme lipidique des macrophadeéigure n°14) En effet, ni I'activation des PPAR
ni celle des PPARN’induisent la formation des cellules spumeugésore et al. 2001,
Chinetti et al. 2001)Une premiere explication réside dans le fait tpee ligands des
PPARy diminuent I'expression d’'un autre récepteur ded lrBodifiées, le récepteur SRA
(Scvanger Receptor AMoore et al. 2001, Ricote et al. 1998a, Ricotalatl998b) De
plus, les ligands des PPARt des PPARaugmentent I'expression du récepteur des HDL,
SR-BI (Chinetti et al. 2000)Au niveau des macrophages, cela favoriseraibfesdu
cholestérol cellulaire sous sa forme non estérdieson transfert vers les HDL, permettant
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son « transport inverse » vers le foie, principed de catabolisme du cholestérol. SR-BI
est aussi un récepteur HDL permettant la captati@ective des esters de cholestérol.
L’augmentation de son expression, cette fois-chaeau hépatique, serait en faveur de
I'épuration plasmatique du cholestérol. Plus réecemiml a été montré que les ligands des
PPARu et des PPARInduisent aussi I'expression d’'un autre récepteiatéaire activé par

les oxystérols, le LXRy, qui, en retour, induit 'expression d’ABCAThinetti et al. 2001)

L’ensemble de ces données montre que les ligarslPEAR ont donc des effets multiples
sur l'influx et I'efflux de cholestérol et des lg#s oxydés, qui pourraient contrebalancer

I'effet potentiellement proathérogene qu’ils ont Bexpression de CD3@-igure n°14)

R ApoAl
\ prép-HDL

\ /:'7_:*'\\
Yo = \/,‘
(_,?/' & )\Cholestérol

"\ g | Sécretion biliaire
| HDL | Foie /  catabolisme

/’I) 7-\\‘./-
Cholestérol

Apoptose

Production de cytokines
pro-inflammatoires

Figure n°14(Lestavel et al. 2001) Contréle des fonctions du macrophage par les PBA®&u cours du
développement de [l'athérosclérosées PPAR contrdlent I'expression de génes impsiqoéns le
métabolisme lipidique (CD36, SR-BI, ABCAL et SR*&)pptose, I'inflammation vasculaire (cytokines)

la stabilité de la plaque d’athérosclérose (MMP-8gs phospholipides des LDL oxydés (oxLDL) sont des
ligands naturels des PPAR. Or PPARN induisant I'expression de CD36, récepteur abdsDL, pourrait
aggraver l'accumulation de lipides dans les macagds. Cet effet est en fait contrebalancé par une
inhibition de SR-A, un autre récepteur des oxLDE. flus, en activant I'efflux du cholestérol parvaie
ABCAL (par I'apoAl et les pfEHDL) et par la voie de SR-BI (par les HDL), les AP favorisent le
transport inverse du cholestérol et son retour \lerfie ou il sera catabolisé.
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Le role des PPAR dans l'athérogenése est complexe. Sur les maayephal
existe donc des effets dirigés vers la formationa#lules spumeuses, effets probablement
contre-balancés ou méme neutralisés par les efiessPPAR sur les myocytes des
vaisseaux, en inhibant I'expression de la MMP-9 laematrice extracellulaire et en
diminuant la migration cellulaire induite par lecfaur de croissance plaquettaire (PGF)
(Marx et al. 1998h)Il est probable que la migration des cellules culares lisses des
vaisseaux soit un phénomeéne contribuant a I'atledreége et a la resténose. Pour que la
migration s’effectue, il est nécessaire que les branes basales et la matrice
extracellulaire interstitielle soient altéré@darx et al. 1998h)Cela est réalisé avec la
participation des métalloprotéinases de la matixteacellulaire. Parmi elles, la MMP-9
est tres importante pour la migration des cellutassculaires lisses lors d’'une lésion
artérielle. Il a ét¢é montré que l'activation deBARy inhibe I'expression génétique et
l'activité de la MMP-9, de méme que la migrations deellules musculaires lisses des

vaisseaux.

L’expression de PPARdans les myocytes des vaisseaux augmente soflisdfine
de divers facteurs de croissance (insuline, angsote I, facteurs de croissance
fibroblastigues ou thrombocytaires) agissant pavdie des protéines kinases activables
par les mitogenes (MAPK). Des cherche(irsueh et Law 1999%oulignent que si ces
ligands agissent trop tot, les effets de la vois MAPK subissent une répression, non
obligatoirement par I'inhibition de l'activité de MPK elle-méme, mais probablement par
I'inhibition de différents facteurs post-transcrgrinels conduisant a l'accélération des

processus athérogenes ou de ceux impliqués daestémose.

L’expression des génes codant les molécules d&ain& CAM-1 dans des cellules
endothéliales humaines est réprimée par les RRARrx et al. 1999)probablement par
I'intermédiaire du NFkB, lui méme activé par les ILdx. L'activation des PPAR dans
des cellules endothéliales supprime la libératimndbthéline-1(Satoh et al. 1999)un
vasoconstricteur puissant possédant des propri@isgenes pour les myocytes des
vaisseaux, d'urokinase et augmente I'expression Pdd-I (Plasminogen Activator
Inhibitor 1) (Marx et al. 1999)L’endothéline 1 est également inhibée par leggiadnols
du vin notamment, ce qui a été attribué en parie affets bénéfiques d'une
consommation modéree de vin dans la préventiorpdt®logies cardiovasculaires ; des

interactions entre PPARet polyphénols pourraient étre recherchées
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Des chercheur§yamamoto et al. 20019nt montré que I'activation des PPAR
mene a la suppression de I'hypertrophie des carghogtes, peut-étre par I'intermédiaire
du NFkB.

2.2. PPARy et sensibilité a I'insuline

Il peut paraitre étonnant que des substances legpad stimuler la différenciation
adipocytaire, car les TZD peuvent stimuler cetfédinciation, puissent étre utilisées en
tant que médicaments antidiabétiques, sachant eslte, le résultat final de
I'adipogenese accélérée, est accompagnée parsis@nee a l'insuline.

Le diabéte de type 2 est caractérisé par uneimustdsistance, définie comme une
incapacité de la part de l'insuline a assimilegligcose dans les muscles et le tissu adipeux
et a inhiber la néoglucogenése dans le foie. Ds, dlaugmentation de la sécrétion
d’insuline ne permet pas de compenser cette rasistdes conseéquences métaboliques de
I'insulino-résistance sont des troubles du métabmdi des lipides et de 'homéostasie du
glucose dans le foie, les muscles et le tissu adipe

Puisque les TZD sont des molécules connues paouire2l'insulino-résistance et
sont des ligands des PPARe haute affinité, on conclue rapidement que RAHY sont
impliqués dans la sensibilité a l'insuline. Parrapée, la surexpression des PPA& leur
activation par les TZD stimulent la différenciaticadipocytaire. Il en résulte une
augmentation du nombre de petits adipocytes, pimsilsles a linsuline que les gros
adipocytesOkuno et al. 1998)

Une étude réveéle que le traitement de souris taues lipoatrophiées par les TZD
n'entraine aucune correction de I'hyperglycémiedasul’hyperinsulinémie(Chao et al.
2000) De plus, les souris PPAR/- développent progressivement un lipodystropbies
stéatose ainsi qu’une insulinorésistafide et al. 2003)Ces résultats ainsi que le fait de
I'expression abondante des PPAdRans le tissu adipeux, plus que dans le foie oouscle,
suggerent que le tissu adipeux est la cible preardes TZD et que ce tissu joue un rble
primordial dans I'homéostasie du glucose. CependastPPAR semblent jouer un rdle
direct dans la modulation de la réponse a l'ingutiar leur activation stimule I'expression
du transporteur de glucose GLUT4 et de la protéige par le c-Cbl (CAP) dans les

adipocytes(Baumann et al. 2000)0On a montré l'existence d’'une augmentation de
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I'expression de CAP par les TZD dans les adipocyiegats diabétique&Ribon et al.
1998) L’induction de I'expression de CAP par les TZDfai directement par I'activation
du dimere PPARRXRa, le gene de CAP comportant une séquence PPREsdansite
promoteur .

Comme le tissu adipeux est un tissu endocrirsgdtete des molécules impliquées
dans la régulation de la sensibilité a l'insulitedles que le TNE, la leptine, la résistine,
I'adiponectine et I'lL6. Beaucoup d’études ont caéaisé le réle pathogéne du TiNBEans
I'insulinorésistance du diabete de typé&-tamisligil et al. 1993, Hotamisligil et al. 1994
Lang et al. 1992, Uysal et al. 1997, Ventre efl@B7) Les TZD ont un effet sur l'activité
de cette cytokine. On a observé que le traitememtats par la troglitazone, perfusés avec
des solutions riches en TMFprévient I'état d’insulino-résistancé/iles et al. 1997)
tandis que la pioglitazone, elle, bloque les eftkisTNFo dans les adipocytes comme la
diminution de la capture du glucose et du taux tigpa de 'TARNm de la LPLShibasaki
et al. 2003) Les TZD sont aussi impliqués dans la régulatierfekpression de la leptine
dans le tissu adipeufOe Vos et al. 1996, Kallen et al. 199@ependant des données
s'opposent quant au réle de la leptine sur I'étasdlinorésistance, elle peut augmenter
mais aussi diminuer la sensibilité a I'insulifiédller et al. 1997, Shimomura et al. 1999,
Yaspellis et al. 1999)

Il a été suggéré que la résistine participe a @oamisme liant I'obésité a I'insulino-
résistance et au diabete de type 2. Son taux daviors d’un traitement par rosiglitazone
d’adipocytes de souris cultives dans un milieu ei@n graissesSteppan et al. 2001,
Steppan et al. 2002Cependant le taux de résistine peut étre augnoeméne diminué
chez différentes espéces d’animaux obéses. Mais dhls cultures d'adipocytes,
I'expression de résistine est inhibée par le @NFui lui cause l'insulino-résistance
(Fasshauer et al. 2001, Shojima et al. 20D@)réle de la résistine dans la régulation de la
sensibilité a I'insuline n’est pas encore élucidé.

Le taux plasmatique d’adiponectine est plus fadblez les sujets obéses que chez
des sujets non-obésésrita et al. 1999) Un traitement par TZD augmente le taux
d’adiponectine chez des sujets présentant ou neninialérance au glucose et chez des
sujets diabétiques de type(2ombs et al. 2002, Hirose et al. 2002, Maeda .eR@01,
Yang et al. 2002)Un relation inverse entre le taux d’insuline eluc d’adiponectine a été
trouvée(Yu et al. 2002) L’adiponectine peut améliorer la sensibilité iaduline dans le
muscle et le foie par un mécanisme encore peu céemgile favorise aussi la

phosphorylation du récepteur de I'insuline dansnigscle squelettiqu€yamauchi et al.
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2001) et réprime l'expression d'enzymes de la glucogends phosphoénolpyruvate
carboxykinase et la glucose-6-phosphatasenbs et al. 2001)

On a aussi montré une corrélation positive erttadix d’lIL6 et I'insulinorésistance
(Bastard et al. 2000)

L’expression hépatique des PPAESt assez faible mais elle est augmentée chez les
souris diabétiques de type 2 ou chez les sourisesbées TZD induisent I'expression de
génes cible des PPARJans le foie de ces souris. L'implication des PRARNs I'état
d’insulinorésistance a été étudié grace a dessaépourvues du gene PPARans leur
foie (Gavrilova et al. 2003, Matsusue et al. 2003 taux hépatique de TAG se montre
diminué chez ces souris alors que les taux plagmedi de TAG et d'acides gras
augmentent, ce qui aggrave l'insulino-résistanage Butre étude a montré que ces mémes
souris ont un foie captant peu les TAG plasmatigoes derniers étant alors abondamment
captés par les muscles et le tissu adipeux ceamiibue a I'insulinorésistancdé&avrilova
et al. 2003)

Des souris dépourvues du gene PRARNS le muscle présentent une capture du
glucose induite par [linsuline inchangée dans le sclei mais présentent une
insulinorésistance globale dans I'organisme liéeele du foie(Norris et al. 2003)Un
traitement par TZD corrige cette insulinorésistardais d’autres chercheurs ont trouvé
que l'insulino-résistance dans le muscle n’étag parrigée par un traitement par TZD
(Hevener et al. 2003)

Tous ces travaux confirment que les PRAR tissu adipeux sont la cible majeure
des TZD.

2.3. Role des PPARRdans I'adipogenese

L'adipogenése est un processus de différenciat@diulaire ou les pré-adipocytes
précurseurs se transforment en adipocytes maturésavérs des modifications de
I'expression génique, de la morphologie de la teli de la sensibilité aux hormones. Les
pré-adipocytes peuvent se différencier en adipsciiancs (stockant I'énergie) ou en
adipocytes bruns (dissipant I'énergie). Dans Idédéinciation des adipocytes blancs,
I'expression de nombreux genes codant pour degipest impliquées dans le métabolisme

des acides gras est induite. Il est bien connulejd&cteur de transcription PPARSt un
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régulateur essentiel de la formation du tissu adip€hawla et al. 1994, Tontonoz et al.
1994a)puisqu’il induit I'expression de plusieurs margreesgpécifiques du tissu adipeux
tels que la protéine aP@dipocyte fatty acid protein 2)Tontonoz et al. 1994a)a
phosphoénolpyruvate carboxykinaSeontonoz et al. 1995¢t la LPL (Schoonjans et al
1996) De plus, l'expression ectopique de PRARromouvoit l'adipogenése de
fibroblastes non adipogéniqUeontonoz et al. 1994a)

Chez la souris, des adipocytes dépourvus du gesent pour les PPARmeurent
en quelques jour€mai et al. 2004)Chez 'homme des mutations du géne de PPgdtt
associées a des lipodystrophiégjarwal et Garg 2002, Barroso et al. 1999, Hegelal.
2000, Ludtke et al. 2007, Savage et al. 20Bin que ces études indiquent le rdle central
des PPAR dans l'adipogenese, il est certain que d’autréémes sont impliquées dans
cette régulation. En effet, derriere les PRARSs facteurs de transcription C/EBBCAAT
Enhancer Binding Proteinsgxprimés a différentes étapes de l'adipogenéseaassi
montré jouer un réle important dans ce processDEEBPH et C/EBPS sont activés en
réponse a l'insuline ou aux glucocorticoides alenpers stades de I'adipogenéseéu et
al. 1996, Wu et al. 199%t induisent en retour I'expression de PRARe plus pendant
ces stades précoces de I'adipogenése, un auteafatd transcription ADD1/SREBP1, a
montré réguler l'activité des PPARKImM et Spiegelman 1996(Figure n°15) Il a été
suggéré que ce facteur de transcription moduléiVige des PPAR a travers la production
endogéne de ligands des PRARAuUx stades terminaux de l'adipogenése, les PPAR
activent I'expression de C/EBk-Cependant C/EBR-induit aussi en retour I'expression
de PPAR en se liant aux mémes sites promoteurs que C{EBPC/EBPs (\Wu et al.
1995) Ce rétrocontrble positif a été mis en évidencecades adipocytes déficients en
C/EBP# qui n"laccumulent qu’une faible quantité de lipigsjui n’expriment les PPAR
que faiblement\Wu et al. 1999)

D’autres facteurs intervenant dans ce processulpigenese sont sécrétes tels que
le TNFu et la leptine. Le TNFt est une hormone polypeptidique avec des effets
pléiotropiques sur la différenciation et la praliton cellulaire qui inhibe I'adipogenese
(Torti et al. 1985) L'effet anti-adipogénique du TNé&-doit résulter probablement d’'une
répression de I'expression de C/EBRt de PPAR (Ron et al. 1992, Xing et al. 1991Da
leptine, elle, induit la lipolyse et I'utilisatiodu glucose par les adipocytes. Il a été montré
que I'activation des PPARpar les TZD inhibe la production de leptiri@llen et al. 1996)

Outre la différenciation des adipocytes, l'activat des PPAR promouvoit

I'apoptose des adipocytes matufeguno et al. 1998)l a été rapporté que la troglitazone,
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un agoniste des PPARaugmente la population de petits adipocytes reirdie celle de

grands adipocytes dans le tissu adipeux blanc.

Augmentation des facteurs adipogéniques ou baissesifacteurs anti-adipogéniques

C/EBR3 / C/EBP ADD1/ SREBP1

Q/EBF& < > PPARy
RXR

\4
Geénes cibles spécifique adipocytairesaP2, leptine, LPL, acylCoA synthétase...

Figure n°15 :Schéma de la relation entre les PPARt d’autres facteurs de transcription dans la
différenciation des adipocytes.

3. Role des PPAIR/6 dans le métabolisme des lipides

Les PPAR/S sont les PPAR dont les recherches sur le métabeldes lipides ont
été les moins fructueuses jusqu’a présent. En,affeine sont pas l'instant des cibles
thérapeutiques cliniques en pharmacologie. Cepenidgorésentent quelques singularités.
Nous décrirons également leur réle dans la phygieldu muscle squelettique ainsi que

dans la différenciation des adipocytes.

3.1. Réle des PPAPR/6 dans le métabolisme des lipoprotéines

Des études chez la souris ont montré que des sigensélectifs des PPAR
augmentent le taux de HDLch@.eibowitz et al. 2000, Van der Veen et al. 200Cette
augmentation du taux de HDLcho est aussi évidemég ¢es singes, chez qui le taux de

LDLcho fut aussi diminuéOliver et al. 2001)mais aussi chez les humaifisprecher
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2007) Le mécanisme par lequel est augmenté le taux Dlechb par I'activation des
PPARS demeure obscur, bien qu'un réle de ABCAL, dorddee serait cible des PPAR

a été proposé&Oliver et al. 2001)Chez les singes et les hommes, mais apparemrasnt p
chez les souris, les agonistes des P&diRinuent le taux plasmatique de TAG.

En accord avec la baisse de TAG plasmatiquestmgar les agonistes des PRAR
observée chez les primates, les taux de TAG plaguest augmentent chez les souris
PPAR3/5 -/- (Akiyama et al. 2004)Par contre le taux plasmatique de cholestéral title
taux de HDLcho restent inchangés. Il a été proposel’élévation des TAG plasmatiques
chez les souris PPAR -/- serait causée par une combinaison de l'augmtient de la
production de VLDL et de la diminution de I'épumti des TAG plasmatiques,
probablement due a une diminution de l'activité List-héparine et a une augmentation
de I'expression de hépatique de Angptl-3 et AngptEomme les agonistes des PRAR
augmentent aussi les taux plasmatiques de HDLtlst ihypothétique que les agonistes
des PPAIR/S agissent a travers des cibles moléculaires comsaependant, au moins
chez les souris, les agonistes des Pe&Rdes PPAR/S jouent un role différent sur le
taux plasmatique de TAG, ce qui suggere un modgidradifférent.

Une étude, menée chez des singes obeses, a moatfactivation des PPARpar
GW 501516 augmente le taux plasmatique de HDLcldineinue le taux plasmatique de
VLDL de maniere dose-dépendante chez ceux-ci. Iété& proposé un mécanisme
lipolytique et ATP-binding casette Al (ABCA1l) exgliant I'élévation du taux de
HDLcho. En effet, dans les macrophages, les filagibk et les cellules intestinales le taux
de ABCAL était augment®livier et al. 2001)

Des chercheurs ont montré une corrélation fragpamttre I'augmentation de
I'activité de la CPT1(Carnitine Palmitoyl Transferase ,1une protéine responsable du
transport des acides gras a travers la membrarechondriale, et I'élévation du taux
plasmatique de HDLcho dans le cadre d'un exercibgsigue. Il est possible que
I'administration d’un ligand synthétique de PPARuisse provoquer une modification du
métabolisme de HDL similaire a celle observée endtaxercice physiquél ikkanen et al.
1999)

3.2. Role des PPAR dans la physiologie du muscle squelettique

Les PPAR sont ubiquitaires mais prédominent dans le mudaés études pré-

cliniques in vitro montrent que les PPARavorisent I'oxydation des acides gras, ce qui
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augmente la production d’énergie sous forme d’ATRealécouplage énergétique. Bien

que leurs fonctions semblent similaires, particeligent dans les cultures cellulaires

(Gilde et Van Bilsen 2003, Kliewer et al. 20ples tissus spécifiques de I'expression des
PPARx et des PPAR augmentent l'utilisation des acides gras a dess gitultiples et

différents.

Une étude a montré que, chez le rat obese, lataiivdes PPARpar GW 501516
n'induit pas seulement I'expression des moléculés ampliguées dans 'oxydation des
graisses et dans la dépense énergétique mais lausrmogenese a travers un co-
activateur des PPAR PGC-1. (PPAR Coactivator k). Aussi, I'activation des PPAR
par GW 501516 prévient I'obésité induite par I'exedimentaire, augmente la tolérance au
glucose et la sensibilité a I'insulinéanaka et al. 2003)

Les PGC-i& sont des co-activateurs des PRARs favorisent donc I'oxydation des
graisses, et sont aussi responsables de la biegentshondriale dans le muscle avec une
conversion simultanée du muscle blanc en fibreges(_uquet et al. 2003, Wang et al.
2004b, Tanaka et al. 2008e phénomeéne ressemble a I'adaptation induitd’gxarcice
d’enduranceBaar et al. 2002, Holloszy et al. 196De plus le jeun prolongélolst et al.
2003) et l'exercice d’endurancegluquet et al. 2003)sont caractérisés par une
augmentation du catabolisme des graisses dans selenat par une augmentation des
PPARS dans le muscle squelettique de la souris.

Chez des souris ou les PP&BRont surexprimés dans les muscles, il a été montré
que cet isotype est hautement impliqué dans le defage du muscle et dans la réponse a
I'exercice (Luquet et al. 2003)En fait les muscles squelettiques des ces animaux
ressemblerent a celui d’animaux entrainés a I'éser€es observations furent associées a
une diminution des graisses de leur organisten et al. 2001)Chez les souris de type
sauvage méme un exercice d’endurance modéreé augiedaiix de PPAR(Luquet et al.
2003)

Le muscle est un des sites majeurs du cataboltsseacides gras et I'oxydation
des acides gras dans ce tissu est améliorée gaureou l'exercice d’endurance. Les
PPARx semblent ne pas jouer un réle dans cette répalzgstiae de I'organisme. En effet,
la capacité oxydative des acides gras dans le mgsglelettique n’est pas modifiée chez
des souris PPAR-/- (Muoio et al. 2002)On a trouvé que I'exposition de myotubes L6 a

GWO0742, un agoniste spécifique des PBARIgmMente I'oxydation des acides gras ce qui
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suggere I'implication prédominante des PRAfRNs le muscle squelettique. On a aussi
démontré que le jeun stimule I'expression des PPédhs le muscle de soutisolst et al.
2003) Pour étudier directement I'implication des PRA&aNs le métabolisme lipidique
musculaire, on a modifié leur activité dans detuted C2C12 par leur surexpression. Les
données montrent que les myotubes C2C12 réagiasenacides gras ou a un agoniste
synthétique des PPARpar induction de plusieurs genes impliqués dansafdure et le
métabolisme des acides gras tels que les génesldi | de FAT, de heart-FABP et de la
CPT-1 et par une augmentation de I'oxydation dedeacgras. Une surexpression des
PPARS chez I'animal entraine également une augmentades activité enzymatiques
oxydatives telles que celles de la citrate synthdesdaf-hydroxyacylCoA déshydrogénase
ainsi que la stimulation de génes impliqués dansatabolisme des acides gras tel que
UCP2. La surexpression de PPAReut aussi entrainer une diminution de la masse
graisseuse par reduction de la taille des adips¢ytejuet et al. 2003)

Il a aussi été demontré que les tissu adipeux btllanc sont impliqués dans la
baisse des taux lipidiques et dans l'action arbigligue des activateurs des PRARes
chercheurs\Wang et al. 2003pnt créé une souris transgénique exprimant lesRBPA
fusionnés a la protéine VP16, une forme active nligamdépendante des PPAR
spécifiguement exprimée dans le tissu adipeux bdardmun. L’expression de cette forme
active constitutive des PPARtimule I'expression de génes impliqgués dans tebcdisme
oxydatif des acides gras et dans le découplagegéigue du tissu adipeux. Tout ceci
accompagné par une diminution de l'adiposité charrhal méme avec une alimentation
riche en graisses. De plus, I'expression spécifideid’PAR-VP16 dans le tissu adipeux
ou le traitement par GW501516 prévient I'obésitézckes souris db/db. Ces observations
suggerent fortement que I'activation des PBARNSs le tissu adipeux augmente le brilage

s s

des acides gras et exerce une action contre l@bgénétique ou diet-induite.

L'activation des PPAR stimule aussi la synthése de malonylCoa decarbegyl
(Muoio et al. 2002)

3.3. RéOle des PPAR dans la différenciation des adipocytes

Les fonctions des PPARsont encore peu connues. Cependant, ce récepeur e
exprimé en quantité significative dans le tissypadk blanc, et son expression augmente

au cours des étapes initiales de la difféerenciadi@mpré-adipocytes en cultureémri et al.
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1995) Son expression ectopique dans une lignée debfdstes murins suggere que les
PPARB pourraient étre un acteur précoce du processudiffifgenciation adipocytaire.
Dans ce modéle, la différenciation des cellulesadipocytes n’est obtenue que si des
activateurs de PPARet PPAR sont présents. L’activation de PPA\Rar des acides gras
a longue chaine conduit a une augmentation de résgion de PPAR dont I'activité
serait alors nécessaire a la différenciation finiees fibroblastes en adipocytgsstie et
al. 1999) Il est dés lors tentant de penser que les BPpdurraient étre impliqués dans
'augmentation du nombre de cellules adipeusesreésesous I'effet d’'un régime riche en
graisses. Chez la souris, I'ablation des deuxedlélu géne codant pour PPARBemble
induire une légere diminution de la masse adipeBBAR3 pourrait donc jouer un role
dans le développement du tissu adipeux blanegivo, sans toutefois étre indispensable
(Peters et al. 2000)
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CHAPITRE IV .
Thérapeutigue et

perspectives
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1. Les fibrates

Les fibrates sont des activateurs des P& ARllisés depuis les années 1970 pour le
traitement des hyperlipidémies. Les chapitres m&ts permettent de comprendre leur

mécanisme d’action.

1.1. Médicaments sur le marché Francais en 2009

Les fibrates sont généralement administrés pae woale sous forme ester et
subissent une saponification au niveau intestinalggnére la forme acide. Ce sont donc
les formes acides, d’ailleurs bien plus solubles sgnt les activateurs des PPAR

Les fibrates commercialiés en France en 2009Iedmézafibrate, le ciprofibrate, le

fénofibrate et le gemfibroz(Tableau n°2)

DCI Nom commercial Dosage Forme Générique
BEZAFIBRATE Befizal® 200 mg cp pelliculé Non
Befizal® 400 mg cp enrobé LP Non
CIPROFIBRATE Lipanof® 100 mg gélule Oui
Lipantyl® 67 mg gélule Oui
Lipanthy(® 145 mg cp pelliculé Non
Lipanthy(® 160 mg cp pelliculé Oui
Lipanthy(® 200 mg gélule Oui
FENOFIBRATE Fegenof 67 mg gélule Oui
Fegenof 140 mg gélule Non
Fegenof 200 mg gélule Oui
Secaliff 100mg gélule Oui
Secaliff 300 mg gélule Oui
GEMFIBROZIL Lipur® 450 mg cp pelliculé Non

Tableau n°2 Fibrates commercialisés en France en 2009
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1.2. Données cliniques sur les fibrates

Il est admis que les fibrates ont peu d'actionlswDLcho, mais qu’ils augmentent
le HDLcho et diminuent les TAG plasmatiques. L'eétbénéfique des fibrates sur la morbi-
mortalité coronaire, en prévention secondaire, népde la concentration initiale du

HDLcho et de la présence ou non d’'une hypertrigigédnie (Anonyme -2- 2000)

L’'étude Helsinki Heart StudyFrick et al. 1987)est une étude randomisée, en
double-aveugle, d’'une durée de cing ans, qui gy@itr objectif d’évaluer les effets du
gemfibrozil (1200 mg/j) sur l'incidence des coramaathies chez des hommes d'age
moyen sans antécédent personnel de coronaropatiaés ayant un haut risque
cardiovasculaire, en raison d’altérations du biilpidique. Dans cette étude, le gemfibrozil
a montré une réduction de 34% des événements castiglaires; ce bénéfice étant plus
marqué pour les infarctus non fatals. Toutefoigdmfibrozil n’a pas diminué la mortalité

totale et a eu méme tendance a I'augmenter lors gliivi a distance.

L’étude VA-HIT (Rubins et al. 199%st une étude randomisée, en double-aveugle
comparant 1200 mg/jour de gemfibrozil a un placéble a été menée chez 2531 hommes
ageés en moyenne de 64 ans et ayant des antécddemimadie coronaire documentée. A
I'inclusion, ces patients avaient une concentratimyenne basse de HDLcho, de LDLcho
de cholestérol total et de TAG. Au terme d’'un sanddian de 5,1 ans, il a été observé :

- une réduction de 22% du risque de survenue ditarctus non fatal ou d'un
déces d’origine coronaire (17,3% vs 21,7%);

- ceci sans modification significative de la camtcation de LDLcho, mais avec une
réduction significative de 31% de la concentratides TAG et une augmentation
significative de 6% de la concentration de HDLcpe(Q,001).

Dans cette étude, aucune réduction de la mortatiée n'a été mise en évidence.

Dans I'étude BIRAnonyme -2- 200Q)I'efficacité du bézafibrate 400 mg/j a été
comparée a celle d'un placebo chez des coronadgast une concentration basse de
HDLcho et/ou une hypertriglycéridémie. Dans cettguyiation, le bézafibrate n’a pas

significativement réduit I'incidence de survenuied'nin infarctus, ni d’'une mort subite.

A I'heure actuelle, seul un fibrate, le gemfibtpA la preuve de son efficacité

clinique en prévention primaire ou secondaire.
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1.3. Recommandations dans la bonne prescription géibrates

Les fibrates peuvent étre prescrits dans la miseharge thérapeutique du patient
dyslipidémique et sont indiqués dans le traitentdest hypercholestérolémies isolées et des
hypertriglycéridémies isolées ou associees, en Engnt d’'un régime alimentaire adapté
et assidu. lls ne doivent pas étre utilisés en pn@m intention dans les
hypercholestérolémies primaires. lls peuvent étiksés en deuxiéme intention en cas
d’intolérance aux statindsigure n°16)(Caulin C. 2007)

DIAGNOSTIC DE DYSLIPIDEMIES
LDLcho > 1,30 g/L (patient a risque cardiovasculaire) ou
LDLcho > 1,60 g/L (patient sans risque cardiovasculaire)
et/ou HDLcho < 0,35 g/L
et/ou TAG=> 1,50 g/L

A\ 4

Examen clinique
Glycémie a jeun

\ 4

Elimination d’une dyslipidémie secondaire

A 4 A 4

Hypertriglycéridémi Hypercholestérolém

\ 4
Pendant 3 mois, regles hygiénodiététis

\ 4
Evaluation de I'efficacit

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4

1,50 <TAG <4 g/l 1,50 < TAG < 4 g/l LDL < valeur cible LDL > valeur cible

} } } l

Poursuite des regled
hygiénodiététiques
Traitement diététique Traitement diététique Poursuite des regleq + statines en°f®
spécifique spécifique + fibrates hygiénodiététiques intention
(fibrates ou autre
hypolipémiant en
deuxieme intention)

Figure n° 16 :Algorithme décisionnel de la prise en charge théeapique d’'une dyslipidémie.
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1.4. Perspectives

La relation structure-activité des fibrates aditéiée pour optimiser les propriétés
hypolipémiantes de ces molécules. Bien que lestilsrles plus actifs comportent un
groupement phenoxyisobutyrate (d’ou leur nomermixysohutyrate, il a été prouvé que
que leurs analogues démeéthylés conservent un benhgfpolipémiant et ont des effets

indésirables moindre$-eller et al. 1987(Figure n°17)

0 i
0. A0 U\
/@/ %L{}II /Ii\j/ Y OH
Cl ¢l =

clofibrate demethylclofibrate

Figure n°17 :Structure chimique du clofibrate, chef de file déibrates

La fonction acide carboxylique a longtemps étégéoée comme essentielle a
I'activité hypolipémiante des fibrates. Ce groupamehimique est responsable des effets
indésirables gastrointestinaux fréquents sous aitetnent par fibrates. Des substitutions
de ce groupement par une fonction amide ou hydeamidun groupement cyclique ont été
tentées. Ces nouvelles molécules ont présentéd’ptats indésirables gastrointestinaux
et conservent I'effet hypolipémaifitiabib et al. 2000, Sena et al. 200Cgs résultats ont
été encourageants.

L’analyse de profils lipidiques chez des rats suiggt que certains de ces nouveaux
dérivés synthétigue@-igure n°18)exercent une bonne activité hypolipémiante avex un
réduction du cholestérol total, des TAG plasmatsgeedu LDLcho et une augmentation

du HDLcho, parfois meilleure que celle du gemfilirozirees et al. 2009)
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Figure n°18 :Structures chimiques d’agonistes des PPARouvellement créées a partir de I'étude de la

relation structure-activité des fibrates.

2. Antagonistes des PPAR

Des antagonistes des PPABnt été développés. Le GWO0072 est une molécule
appartenant a la famille des TZD capable d'inhilteerdifférenciation adipocytaire
(Oberfiel et al. 1999)

Une nouvelle classe d’antagonistes spécifiquesPRSRy, n'appartenant pas a la
famille des TZD, a été décrite : SR-202 est unvééde I'acide para-chlorobenzylique qui
contrecarre [l'effet transcriptionnel de PPARNnduit par des TZD et inhibe la
différenciation adipocytaire induite par les TZD l@s mélanges hormonaux des cultures
cellulaires 3T3-L1(Rieusset at al. 2002)Peu d’essais ont été réalisasvivo avec ces
composes. Toutefois, le traitement par SR-202 priviinsulino-résistance induite par un
régime hyperlipidique et améliore le profil lipidig chez la souris. De plus, il diminue
I'adiposité de souris sauvages ayant un régime alou hyperlipidique. On constate
également, chez les souris traitées par le SR&&2concentrations d’adipokines, leptine
et TNFu diminuées, ce qui est cohérent avec la diminutiertaille des adipocytes. Ce

phénomene pourrait participer a 'amélioration aleénsibilité a I'insuline.
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3. Activateurs mixtes des PPAR

Les co-agonistes PPAR sont une nouvelle classe de molécules qui a été
développée pour cibler les PPARt les PPAR simultanément dans le but de produire un
effet synergique antidiabétigue et protecteur caakculaire. Ces molécules,
nouvellement créées, appartiennent a une familésiaappelée « glitazars » qui comporte
des molécules telles que le naveglitazar, le nigdaglr, le muraglitazar, le ragaglitazar, le
tasaglitazar, I'imiglitazar, MK 767, LY 929 ou emed_SN862. Ces co-agonistes réduisent
le taux de TAG plasmatiques, augmentent le tauxH@H.cho cardioprotecteur et
améliorent la sensibilité a linsuline. Un traitembepar ragaglitazar réduit la pression
artérielle chez le rat diabétique et améliore lacfon endothéliale. De plus, il a été
rapporté qu’un traitement par DRF 2519, un autraganiste PPAR/y, améliore le profil
lipidique ainsi que la relaxation des cellules nuleices lisses aortiques. Ces résultats
illustrent les avantages offerts par ces co-agesish matiere de risque cardiovasculaire.
Aussi, d’'autres glitazars sont capables d’améliaesensibilité a I'insuline et de prévenir
des dysfonctionnements du ventricule gauche.

Les agonistes des PPARavorisent I'adipogénése et la prise de poidsitagde
les agonistes des PPARoONtrebalancent cet effet. La combinaison de gesiates est
alors tres judicieuse pour limiter cet effet, sautvimdésirable, des agonistes des PRPAR
Cependant ces effets ne sont pas bien élucidéd’bbezme.

Malheureusement, le développement de glitazassoiet celui du muraglitazar ou
du tesaglitazar a été interrompu en essai clinigigohase Il en raison de leurs effets
indésirables. Le muraglitazar a en effet montré&iréde taux d’hémoglobine. Ces résultats

décourageants ont freinés leur développement.

D’autre part, le développement de co-agonistesH#Aet PPAR/S est en cours.
Il est prévisible que les co-agonistes PRRARpourraient avoir des propriétés intéressantes
telles que la diminution du taux de lipides plasqat, de la résistance a l'insuline et donc
du risque cardiovasculaire. Récemment, T-659, uragamiste PPARG, a montré
augmenter le taux de HDLcho chez les primates. Wire a&o-agoniste PPAR a montré

diminuer la glycémie et entrainer une perte de goid

Des recherches sont également en cours sur laotréde molécules agonistes
multiples des PPAR. Le bezafibrate, un dérivé deidle fibrique, est étudié pour sa
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propriété agoniste simultané des PRARes PPAR et des PPAR Il a montré entrainer
une amélioration de la sensibilité a l'insulinepeévenir I'athérosclérose et les risques
cardiovasculaires. D’autres agonistes multiplesRRAR sont en développement tels que
LY-465608, CS-204 ou GW-625019 et pourraient pexg-&eprésenter de potentiels
agents de thérapeutique dans le traitement du tdiassocié au risque cardiovasculaire
(Balakumar et al. 2007)

4. Les PPAR : futures cibles thérapeutiques de divees pathologies ?

4.1. Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par lanftion de plaques de protéirfes
amyloides pertubant la fonction neuronale daneteeau. Les fonctions synaptiques ainsi
que le métabolisme énergétique et lipidique desames sont alors perturbés.

L’'observation de cellules gliales a permis de igmér le caractére inflammatoire
de la maladie. Cette réaction inflammatoire peupldiar le processus dégénératif. Les
PPARy sont des récepteurs nucléaires capables de réplanmsynthese de genes de la
réponse inflammatoire. Il a été mis en évidencedpseagonistes des PPABont capables
d’améliorer la fonction mnésique chez des animaalades. De plus, des études cliniques
récentes chez ’'homme, dans lesquelles la rosiglite a été utilisée, ont montré que cette
molécule pouvait améliorer la mémoire et la fonttemgnitive chez des patients atteints
par cette maladig_andreth et al. 2008)

4.2. Cancer

De nombreuses recherches se sont entreprisesssliens entre PPAR et cancer
(poumons, vessie, prostate, colon, thyroideld. traitement de cellules dérivées de
cancers de la prostate avec des agonistes desyP&#RRine un arrét de la croissance
cellulaire. Chez ’lhomme, des essais thérapeutiquegté réalisés sur des patients atteints
de cancer de la prostate. Ces résultats montréaticune amélioration n’est observée
chez ces patients traités par des agonistes deRPHAparait donc que l'activation des

PPARy par ses ligands n’est pas suffisante pour comttéleroissance tumorale. Il a été
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récemment montré que les inhibiteurs des historsaadtylases activent les PPARBN
synergie avec ses agonistes. L’ensemble de cesatédaisse penser que les PRAdNt
inactivés par des histone deacétylases « en amimteur régulation par des ligands dans
le cancer de la prostate. Une combinaison de itnaiés avec des inhibiteurs des histone
deacetylases et des agonistes des RP&sR efficace dans l'inhibition de la croissance
tumorale chez la souris. De plus, ce traitementaégm une diminution de la capacité
invasive des cellules cancéreuses, par une augtioent® I'expression du gene de I'E-
cadhering Annicotte et al. 2007)

4.3. Asthme

Récemment les PPARont montré jouer un réle important dans le coetrdé la
réponse inflammatoire, notamment au niveau des poaanbes souris asthmatiques on été
traitées par un agoniste des PRAR ciglitazone, par nébulisation. Aussi, un graient
par un antagoniste des PPAR permis de vérifier que l'effet de la ciglitazoest médié
par I'activation des PPAR Les résultats ont montré que les PRARNt significativement
exprimés au niveau des épithéliums de voies rdepiea. Un traitement par ciglitazone
réduit le taux de PPARdans les poumons tandis que le traitement patalgmiste
produit I'effet inverse. La nébulisation par cigione a montré diminuer la production de
mucus, la synthése de T@Fet I'hypersensibilité des voies respiratoires. [RRARy

pourrait donc étre une cible dans le traitemertadthme(Honda et al. 2004)

4.4. Ostéoporose

Les PPAR sont exprimés dans de nombreux tissus incluantdigles stromales
de la moelle osseuse, les précurseurs des ostisblels des ostéoclastes. Les mémes
cellules souches mésenchymateuses peuvent seeddiér en ostéoblastes, adipoblastes,
myoblastes ou chondroblastes selon l'activité dttnice des différents genes et facteurs
de transcription. Des étudés vitro ont démontré que l'activation de PPARavorise
I'adipogenese aux dépens de l'ostéoblastogenese.

Les agonistes du PPARde la classe des thiazolidinediones ont une action
importante sur I'os. En fait, des expériences eites effectuées sur des rongeurs ont
déemontré des effets indésirables sur I'os. Chezrdegeurs relativement agés les TDZ

augmentent le nombre d’ostéoclastes et la résorpgseuse.
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Les PPAR pourraient étre une cible de diverses maladie®uses comme

I'ostéoporoseéGiaginis et al. 2007)

5. Tendances futures des hypolipemiants

Les infusions de HDLcho recombiné ou reconstitogjosqu’a présent modifié le
HDLcho natif mais n’ont pas apporté d’augmentatiette du HDLcho. Ces modifications
pourraient avoir un effet vasodilateur et antianfimatoire(Singh et al. 2007)De plus,
I'étude ERASE a démontré une amélioration de lgedile caractérisation de la plaque a

I’écho endovasculaire ainsi que du score cororali@ngiographie quantitative.

Les inhibiteurs de la protéine de transfert destéease de cholestérol (CTEP)
diminuent le LDLcho et augmentent le HDLcho. L’é&udLUMINATE a démontré une
augmentation significative de la tension artérielieles événements cardiovasculaires chez
les patients traités avec la combinaison torcedrapt atorvastatine comparée a
I'atorvastatine seuléSingh et al. 2007)L’anacétrapib est en investigation et n'a pas
démontré d’augmentation de la tension artérielleedte a prouver sa sécurité a long terme
et a établir si le HDLcho produit par I'inhibitiadu CTEP aura I'effet cardioprotecteur du
HDLcho natif.

La synthase du squaléne est une autre cible estigation. Son inhibition devrait
diminuer le LDLcho sans causer les myalgies assscaix statines. Les études initiales
avec le lapaquistat sont encourageantes avec daautions de LDLcho de 20-25 %.
Malheureusement, les essais cliniques avec des dag@rées ont récemment été arrétés
suite a de fréquentes augmentations d’enzymesif@patDavidson et al. 2007)

Enfin, un antagoniste du récepteur D2 sous-tyde [a prostaglandine (DP1), soit
le laropiprant, a été démontré efficace pour sup@rila vasodilation induite par I'acide
nicotinique(Lai et al. 2007,)

La découverte de nouveaux récepteurs specifigasslipoprotéines tels que les
récepteurs ABCA1 ou SRB1 laissent également pré®inouvelles cibles potentielles

pour une intervention pharmacologique.
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La quéte se poursuit pour identifier de nouveaypohpémiants. Par contre, les
agents récemment étudiés n’égalent pas I'efficaitéa sécurité prouvée des statines. A
court terme, les cliniciens doivent continuer droger le traitement de leurs patients avec
les agents existants. Au besoin, il faut favorissrcombinaisons pour rencontrer les cibles
thérapeutiques et possiblement encourager uneemn@llobservation en minimisant les

effets secondaires. Les statines demeurent leslipgpoants de choix pour diminuer le
LDLcho.
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These soutenue par Florian laracine

TITRE : Réle des Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPAR) dans le

métabolisme lipidique.
CONCLUSION

Les lipides ont longtemps été considérés comme une matiére inerte servant de
réserve énergétique et de structure membranaire. Cette notion est aujourd’hui largement
dépassée avec la découverte de leurs rdles fonctionnels dans les voies de signalisation
cellulaires via la production des eicosanoides et de nombreuses autres molécules
biologiques pro-inflammatoires. Cette découverte a suscité un intérét important en biologie,
faisant du tissu adipeux un tissu autocrine. Plus récemment le réle des lipides dans la
régulation de I'expression des génes du métabolisme lipidique et des lipoprotéines a été
¢voqué. Cette régulation s’effectue par I'intermédiaire de récepteurs nucléaires
specifiques : les PPAR. Ces nouvelles données devraient permettre de mieux comprendre
le r0le spécifique des familles de lipides (acides gras saturé, insaturé n-3 ou n-6) sur le
profil lipidique, le risque cardio-vasculaire et le risque adipogénique.

[.’étude des PPAR a permis I'avancée des connaissances sur différentes voies
métaboliques ou de signalisation et ouvre de nouvelles perspectives en thérapeutique. Les
fibrates et les thiazolidinediones sont des médicaments prescrits depuis quelques dizaines
d’années dans le traitement des dyslipidémies et du diabéte de type 2, et ce avant méme
que leur mécanisme d’action ait été clairement identifé, or ils agissent par activation de
PPAR. De nombreuses recherches sont en cours dans la création de nouvelles molécules,
ciblant les PPAR, pour traiter des pathologies telles que le cancer, d’autres maladies

métaboliques ou inflammatoires et prévenir le risque cardio-vasculaire.

Vu et permis d’imprimer.

Grenoble, le , f;)c/\' {QC—S

Le président de la thése

Professeur Christophe Ribuot
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Role desPeroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPAR)

dans le métabolisme lipidique

These de pharmacie soutenue par Florian Laracine
Le 30 octobre 2009, a la Faculté de Pharmacie dadbie

RESUME : Les récepteurs nucléaires PPAR (Peroxisome PratdeActivated

Receptors) agissent comme facteurs de transcriptiorse fixant & proximité des genes
gu’ils régulent pour en modifier I'activité trangmionnelle. Aprés leur activation par des
ligands naturels lipidiques ou par des ligands Isdtiques utilisés en thérapeutique, ils
favorisent I'expression génique de nombreuses eagyimervenant dans le métabolisme
des lipides et des lipoprotéines. L'étude de cespteurs permet d’élargir les perspectives

thérapeutiques de diverses pathologies.
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