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RESUME DE LA THESE

PPARa est un facteur de transcription qui appartient a la superfamille des
récepteurs nucléaires. L'activation de PPARa. par ses ligands naturels (acides gras et
dérivés d'acides gras) ou synthétiques (tels que les hypolipémiants de la famille des
fibrates) induit lI'expression de génes impligués dans le métabolisme lipidique.
PPARa est une cible pharmacologique pour la correction des dyslipidémies. Le
mécanisme a la base de cette activité normolipémiante fait intervenir I'activation de
genes du métabolisme des lipides et est appelé « cisactivation ». Cette activité fait
intervenir la fixation de PPARa a 'ADN. PPARa est aussi impliqué dans le contrble
de Tlinflammation via la répression de l'expression de genes de la réponse
inflammatoire. Le mécanisme moléculaire sur lequel repose cette activité est appelé
« transrépression » et fait intervenir des interactions protéines/protéines entre
PPARa lui-méme et d'autres facteurs de transcription. L'activation de PPARa a des
effets anti-athérogéniques dans la mesure ou cette protéine intervient a la fois dans
la correction des dyslipidémies et dans l'atténuation de l'inflammation, c’est-a-dire
des facteurs de risques de I'athérosclérose. La contribution relative des effets
normolipémiants d'une part, et anti-inflammatoires d'autre part, dans l'atténuation et
la progression de l'athérosclérose n’est pas, a ce jour, clairement définie.
L'inflammation aigué provoque une augmentation de la synthése de protéines
hépatiques, un processus appelé réponse de la phase aigué. Les médiateurs qui
stimulent la phase aigué sont notamment représentés par les cytokines pro-
inflammatoires TNF, IL-1 et IL-6, et par les endotoxines, en particulier le LPS
induisant I'expression de ces cytokines. Des études précédentes ont mises en
évidence une connexion entre les voies de signalisation de PPARa et de L'IL-6 d'une
part, et de PPARa et de I'lL-1 d'autre part, in vitro. Dans une premiere partie, notre
étude a abouti a la démonstration que PPARa exerce un contréle global de la phase
aigué induite par I'IlL-6, I'lL-1 et le LPS chez la souris et que le controle de
I'inflammation hépatique par PPARa permet de diminuer les concentrations
plasmatiques de cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, PPARa. module I'exacerbation

de la phase aigué et limite la propagation des cytokines pro-inflammatoires d'origine



hépatique. Dans une seconde partie, nous avons étudié le contréle de la phase
aigué de [linflammation, et les perturbations métaboligues associées
(hypertriglycéridémie), par PPARa indépendamment de son effet normolipémiant via
la cisactivation des genes du métabolisme des lipides. Par une approche de génie
génétique, des mutations de PPARa ont été introduites de fagon a obtenir une série
de mutants de PPARa. dont certains sont incapables d'activer la transcription des
genes mais conservent leur capacité de transrépression c'est-a-dire a réprimer
I'expression des génes de linflammation. En d'autres termes, ces protéines
modifiées présentent des fonctions dissociées, c'est-a-dire conservent une fonction
anti-inflammatoire mais sont dénuées de fonction normolipémiante. Ce travail a
permis de montrer tout d'abord que PPARa contréle la phase aigué
indépendamment de sa fixation a I'ADN. De plus, nos résultats suggerent que
I'hypertriglycéridémie induite au cours de [linflammation systémique peut étre
atténuée par PPARa via le contrdle des voies de signalisation des cytokines pro-
inflammatoires de facon indépendante de l'activation de genes cibles impliqués dans

le catabolisme des lipides.
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LEXIQUE DES ABREVIATIONS

ACCORD
ACO
AG
a.n
AP-1
apo
APP
APR
BIP
CBP
CE
CML
CRP
C/EBP
CTE
DAIS
DBD
DR
FIELD
FXR
HDL
HG
HHS
ICAM
IL-
IDL
IxB
LBD
LDL
LDL-C

Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes
AcylCoA Oxydase

Acides gras

Accession number

Activating protein -1

Apolipoprotéine

Acute Phase Protein

Acute Phase Response

Bezafibrate Infarction Prevention Trial
CREB Binding Protein

Cellules endothéliales

Cellules musculaires lisses

Protéine C-réactive

CAAT Box/ Enhancer Binding Protein
Carboxy-terminal extension

Diabetes Atherosclerosis Intervention Study
DNA Binding Domain

Direct Repeat

Fenofibrate Intervention and Event Lowering in Diabetes

Farnesoid X Receptor

Retinoid X ReceptorHigh Density Lipoprotein
Haptoglobine

Helsinky Heart Study

Intracellular Adhesion Molecule

Interleukine

Intermediary density lipoprotein

Inhibitor x B

Ligand Binding Domain

Low Density Lipoprotein

LDL-cholesterol
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LOCAT
LPL
LXR
MCAD
MCP-1
MCV
N-CoR
NF-xB
NPC1L1
NR
PDK-4
PPRE
RXR
SAA
SENDCAP
Disease
SnuRM
SPPARM
SRC-1
STAT
SMRT
TNF

TG
VA-HIT
VLDL

Lipid Coronary Angiography Trial

LipoProtein Lipase

Liver X Receptor

Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase

Monocyte Chemoattractant Protein-1

Maladies Cardio-Vasculaires

Nulear Receptor Corepressor

Nuclear Factor-xB

Niemann-Pick C1 Like 1

Nuclear Receptor

Pyruvate Dehydrogenase Kinase-4

PPAR Response Element

Retinoid X Receptor

Serum amyloid A

St Mary’s, Ealing, Northwick Park Diabetes Cardiovascular
Prevention

Selective Nuclear Receptor Modulators

Selective PPAR modulator

Steroid Receptor Coactivator-1

Signal Transducer and Activator of Transcription
Silence Mediator of Retinoid and Thyroid receptors
Tumor necrosis factor a

Triglycérides

Veterans Affairs HDL Cholesterol Intervention Trial

Very Low Density Lipoprotein
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INTRODUCTION, CONTEXTE DE TRAVAIL

L’activité d’'une cellule est modulée de maniére réversible par des signaux
chimiques issus d’autres cellules de I'organisme (hormones, facteurs de croissance,
cytokines...) ou du milieu environnant (aliments, toxiques, métaux lourds).

Dans la cellule, il existe deux grandes voies de transmission des signaux jusqu’au
génome. La premiére voie transfert les effets des médiateurs hydrosolubles ne
pouvant traverser la membrane plasmique. Ces molécules agissent en se fixant a un
récepteur logé dans la membrane plasmique et accessible en surface, celui-cCi
activant alors des cascades de réactions (phosphorylation, déphosphorylation,
cyclisation, clivage enzymatiques de protéines) qui aboutissent a la modulation de
I'activité de facteurs de transcription.

La seconde grande voie de transduction du signal transmet I'effet de médiateurs
liposolubles tels que les hormones stéroidiennes, thyroidiennes et les acides gras.
Ces molécules, qui peuvent entrer passivement dans la cellule, vont se fixer sur des
récepteurs spécifiques, étant eux-mémes aussi des facteurs de transcription
reconnaissant des séquences d’ADN spécifiques. La fixation de 'hormone modifie
alors l'activité transcriptionnelle de ces récepteurs appelés Récepteurs Nucléaires
dont le Peroxisome Proliferator Activated Receptor « fait partie. Les récepteurs
nucléaires sont donc des facteurs de transcription activés par la fixation de ligands.
En général, les ligands sont le plus souvent de petites molécules lipophiles qui
entrent dans la cellule par diffusion passive. Cependant, certains récepteurs
nucléaires ne possedent pas de ligands identifiés et sont alors nommés récepteurs
«orphelins ». Notre théme de recherche principal est d’étudier les mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation des genes associés notamment a des
facteurs de risques cardio-vasculaires que sont les dyslipidémies et l'inflammation.
Ces travaux ont permis de démontrer lintérét thérapeutique de la modulation

pharmacologique de I'activité du récepteur PPARa.
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I- Le récepteur Peroxisome Proliferator Activated Receptor

alpha (PPARQ)

I-1- Le géne codant pour PPARa

Le géne du récepteur PPARa est localisé sur le chromosome 22 (22q12-
22q13) chez 'Homme et sur le chromosome 15 chez la souris (modéle couramment
utilisé pour I'étude de ce récepteur) (1, 2). Il est organisé en 6 exons codants dont un
code le domaine A/B, deux, le domaine de liaison a 'ADN (DBD ;DNA binding
domain), un, la région charniere et deux, le domaine de liaison du ligand (LBD ;ligand
binding domain) et 3 exons non codants. Les structures des genes ppara humain et

murin sont semblables a 85% et a 91% pour leur séquence protéique.

I-2- Structure de la protéine PPARa : Organisation en domaines
fonctionnels

PPARa, comme les autres membres de la famille des récepteurs nucléaires,
comporte une organisation en domaines fonctionnels.
e Le domaine A/B, situé dans la partie N-terminale de la protéine, est le domaine
présentant le plus de variabilité, tant en terme de longueur que de séquence. Ce
domaine contient la région de transactivation indépendante du ligand AF-1
(activation function-1) qui peut étre activée par phosphorylation, par exemple en
réponse a l'insuline.

e Le domaine C de liaison a 'ADN (DBD): ce domaine est fortement conserveé. Il est

constitué de deux structures en doigt de zinc qui permet a la protéine de se lier a
I'ADN sur des séquences spécifiques nommeées éléments de réponse aux PPAR :
les PPRE (PPAR Response Elements). Il faut noter aussi la présence d'une région
CTE (C-terminal extension) qui contient des déterminants structuraux nécessaires a
la fixation au PPRE;

e Larégion charniére D;

e Le domaine E qui permet la fixation du ligand, situé en partie C-terminale et qui
comprend la région d’activation transcriptionnelle (transactivation) dépendante du

ligand (AF-2 ;activation function-2). Des études cristallographiques ont montré qu'il
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abrite une large cavité hydrophobe dans laquelle se loge le ligand. Celle-ci apparait
plus large en comparaison avec celle d'autres récepteurs nucléaires, permettant au
PPARa d’interagir avec des ligands de structures tres diversifiées (3). Par ailleurs, il
existe, chez ’'Homme une forme tronquée de PPARa (issue d’'un épissage alternatif)
a laquelle il manque la région charniere et le LBD, et qui se comporte comme un

dominant négatif, inhibant I'activité transcriptionnelle de la forme normale (4).

AB ¢ D E F
At = DBD LBD | - Ct
AF1 f CTE DMERISATION  AFZ
Domaine de Kaison 3 TADN }
Domaine:
o o S
« Hormane Response Exements (HRE) dActivation de Ia transcription (AF-2)
AF-? est le domaine dimteracion awvec les
Co-Activatews! Répresseurs

Figure 1 : Organisation en domaine fonctionnels de la protéine PPARa.

I-3- Distribution tissulaire de PPAR«x

PPARa est fortement exprimé dans les tissus impliqués dans la 3-oxydation
des AG tels que le foie, le cceur, le rein, le muscle (5, 6), les tissus impliqués dans la
stéroidogenése ainsi qu'au niveau du tube digestif (7) et dans les kératinocytes (8).

PPARa est aussi exprimé au niveau de la rétine, des glandes surrénales, du
muscle squelettique, du pancréas (9,10) et, dans une moindre mesure, dans le
cartilage (11), les testicules (12) et les ovaires (13). Chez I'Homme, PPARa est
exprimé dans le foie (14) permettant un traitement efficace de certaines
dyslipidémies par les activateurs pharmacologiques de PPARa. Il faut pourtant noter
gue son expression varie significativement d'un individu a l'autre (4).

PPARa module la réponse inflammatoire et 'homéostasie lipidique dans
différents types cellulaires de la paroi vasculaire telles que les cellules endothéliales

(CE) (3, 15-16), les cellules musculaires lisses (CML) (17), ainsi que dans des types
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cellulaires immunologiques telles que les lymphocytes T et les monocytes et
macrophages 18).
Dans un contexte pathologique, PPARa a pu étre détecté dans les Iésions

d'athérosclérose humaine (19).

I-4- Mécanisme d’action de PPARa

I-4-1 Transactivation

PPARa. peut réguler la transcription de genes grace a sa fixation a 'ADN. Ce

mécanisme provoque l'activation transcriptionnelle des génes cibles. Ce processus
est couramment appelée « transactivation ».
En 'absence de ligand, PPARa est capable d’interagir avec des co-répresseurs (tels
gue N-CoR ;Nulear Receptor Corepressor) ou SMRT ; Silence Mediator of Retinoid
and Thyroid receptors). Par contre, la présence du ligand induit un changement de
conformation, ce qui permet linteraction avec un systéme complexe de co-
activateurs (tels que CBP; CREB Binding Protein, SRC-1; Steroid Receptor
Coactivator-1). Apres activation par son ligand, PPARa s’hétéro-dimérise
obligatoirement avec RXR et se fixe en hétéro-dimere a 'ADN sur les éléments de
réponse PPRE localisés dans les promoteurs de ses genes cibles. Ces PPRE sont
constitués de séquences hexamériques directes (DR, Direct Repeat) AGGTCA
séparées par 1 (DR-1) ou 2 (DR-2) nucléotides et d’'une région en 5’ riche en A/T (20,
21): 5’-C(A/G)(A/G)A(A/T)CT AGGTCA N AGGTCA-3’

Dans le complexe formé sur 'ADN, PPARa. se fixe sur le demi-site en 5’ du DR-1

alors que le RXR occupe celui en 3’ (22) (Figure 2). De plus, la séquence
nucléotidique flanquant le PPRE en 5’ contribue a la spécificité de fixation d’un sous-
type donné de PPAR (22, 23).
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Figure 2 : La transactivation. Mécanisme d’activation des génes cibles

[-4-2- Transrépression

Plusieurs travaux ont décrit PPARa. comme facteur capable de réprimer la
transcription des genes. Ce processus est appelé transrépression. En effet, PPARa
interférer négativement avec d'autres voies de signalisation telles que les voies de
NF-kB (complexe des facteurs de transcription p50 et p65), de AP-1 (complexe des
facteurs de transcription Fos et Jun), de STAT (Signal Transducer and Activator of
Transcription) et de C/EBP (CAAT Box Enhancer Binding Protein) et ceci de fagon
indépendante de sa fixation a I'ADN (24, 25-28). Ces interférences se produisent soit
par des interactions protéines/protéines entre PPARa lui méme et les facteurs de
transcription des différentes voies, conduisant alors a la formation de complexes
inactifs, soit par la séquestration de cofacteurs de la transactivation (Figure 3). Par
ailleurs, il a été montré que PPARa augmente la transcription du géene codant kB

(par un mécanisme dépendant de p65 et DRIP205), inhibiteur de NF-xB. (29).
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Figure 3: La transrépression. La répression génique par PPARa s’opére par
interaction physique avec d’autres facteurs de transcription conduisant a la formation
de complexes non fonctionnels (exemple de transrépression de la voie de
I'interleukine 6 par PPARQ).

I-5- Modulation de I'activité de PPAR«x

[-5-1- Le niveau d’expression

Chez le rat, I'expression de PPARa est régulée par des hormones telles que
les glucocorticoides, I'insuline et la leptine (30-32) et par des stimuli physiologiques
tels que le stress, le jedne ou le rythme nycthéméral (33). Bien que peu de données
soient disponibles chez 'Homme, l'observation que I'expression de PPARa varie
chez 'Homme d’un sujet a l'autre suggére que ce récepteur est régulé au niveau

transcriptionnel par des facteurs génétiques et environnementaux (4).

Il a été montré que, chez les rongeurs, le niveau d’expression de PPARa est
contr6lé par de nombreux parametres physiologiques. Par exemple, I'expression
hépatique de PPARa est diminuée au cours de I'acclimatation au froid (34) et son
expression pancréatique est réduite avec des concentrations élevées de glucose
(35). Par contre, son niveau d’expression augmente avec le stress, 'administration

de glucocorticoides (36) et le jelne (37). De méme, les acides biliaires augmentent

21



son expression (38). Enfin, son expression est également influencée par les
hormones telles que I'hormone de croissance (39), les hormones sexuelles (40) et

l'insuline (41).

I-5-2- Modifications post-traductionnelles

L’insuline augmente l'activité de PPARa en augmentant sa phosphorylation
par les MAP kinases (41). Par ailleurs, I'activit¢ de PPARa est diminuée lors de la
phosphorylation par les kinases ERK-MAPK (42) et augmentée lors de la
phosphorylation par les kinases p38-MAPK (43) et la protéine kinase A (44). De plus,
PPARa peut également étre phosphorylé par les protéines kinases C (PKC) et la
voie PKC fournit un mécanisme de régulation spécifique jouant un role
« d’interrupteur » moléculaire pour les activités de transactivation et transrépression
(45).

La concentration cellulaire de la protéine PPARa est également régulée. Les
activateurs de PPARa inhibent son I'ubiquitinylation augmentant ainsi sa demi-vie
(46).

[-5-3- Régulation de I'activité de PPARa par les autres récepteurs nucléaires et

les co-facteurs

D’autres récepteurs nucléaires peuvent entrer en compétition avec PPARa en
se fixant sur des éléments de type DR-1 et DR-2 et sont alors susceptibles de réguler
la transcription d’un géne cible commun. De plus, la capacité de PPARa a moduler la
transcription de ses genes cibles dépend de la présence et de la quantité des co-
facteurs (co-activateurs ou co-répresseurs) et de la quantité de son partenaire
d’hétéro-dimérisation RXR (47). De plus, des cofacteurs qui augmentent son activité
transcriptionnelle, tels que RXRa ou CBP, induisent sa dégradation, alors que des
cofacteurs qui inhibent son activité transcriptionnelle, tels que N-CoR, stabilisent
PPARa en diminuant son ubiquitinylation (48). Enfin, I'activité de PPARa humain est
induite par PPARa lui-méme et par le récepteur nucléaire HNF-4 (Hepatic nuclear
factor-4) alors qu’elle est réprimée par COUP-TF Il (Chiken ovalbumin upstream

promoter transcription factor 2) (49).
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I-5-4- Identification d’une isoforme tronquée

Un variant de PPARa qui donne naissance, chez 'lHomme mais pas chez les
rongeurs, a une isoforme tronquée de PPARa notée PPARa; a été identifiée (4). Il a
été montré que le PPARa; est capable d’inhiber I'activité transcriptionnelle du
PPARa. Cela signifie que la régulation de I'expression des génes cibles de PPARa
est altérée en fonction du rapport d’expression PPARa/PPARa;. Chaque fois que les
deux formes de protéines PPARa sont en présence, une compétition s’instaure et a
pour conséquence une inhibition partielle de l'activité de la forme « normale ». La
protéine PPARa; est qualifiée de facteur « dominant négatif ». De plus, le niveau
d’expression hépatique de PPARa varie significativement suivant les individus alors

que I'expression de PPARa; semble subir peu de fluctuations.

II-LES LIGANDS DE PPAR«

II-1- Ligands endogenes naturels

L’'OEA (Oleyléthanolamide) se lie & PPARa avec une haute affinité, induit la
satiété et régule la prise de poids in vivo chez la souris de maniere dépendante de
PPARa (50). PPARa peut étre activé par une multitude d’acides gras saturés, mono-
ou polyinsaturés (51, 52). Il peut également étre activé par les éicosanoides qui
proviennent de I'oxydation de 'acide arachidonique par la lipooxygénase tels que le
HETE (8(S)-HETE) et les leukotrienes (LTB4) (51-54). De plus, les 9(S)- et 13(S)-
HODE issus de l'action de la 15-lipooxygénase sur I'acide linoléique et les LDL

oxydées peuvent également activer PPARa (55).

II-2- Ligands exogénes naturels
AG alimentaires

Potentiellement tous les acides gras, y compris les acides gras saturés peuvent
activer PPARa au moins in vitro.

Les acides gras poly-insaturés alimentaires sont des activateurs naturels de PPARa.
Les affinités sont tres variables et relativement faibles. Les acides gras oméga-6 et

oméga-3 semblent étre les plus actifs.
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II-3- Ligands synthétiques

Différents types de molécules chimiques sont capables de se lier et d’activer PPARa.
Parmi celles-ci, les inducteurs de la prolifération des peroxysomes (fibrates, esters
de phtalates, herbicides) sont principalement des activateurs de PPARa.

Des ligands de plus forte affinité et de meilleure sélectivité pour PPARa ont été
développés, tels que le GW7647 (56) ou le GW9578 (57).

I1I-4- Ligands synthétiques pharmacologiques : Les fibrates

[1-4-1- Présentation

Les fibrates (phenoxy-isobutyrate) ou dérivés de l'acide fibrique, sont des
ligands de faible affinité (Kd =20uM) pour PPARa (51-53).

lIs sont indiqués dans le traitement des dyslipidémies. Les dyslipidémies
résultent d’'une anomalie qualitative et quantitative d'un ou plusieurs lipides
plasmatiques : Cholestérol total (CT) et ses fractions, HDL-cholestérol (HDL-c), LDL-
cholestérol (LDL-c), triglycérides (TG).
Les dyslipidémies constituent un facteur de risque d’athérosclérose, une cause
majeure de maladies cardio-vasculaires et notamment la maladie coronaire (a
I'origine de linfarctus du myocarde), I'accident vasculaire cérébral ischémique et

I'artériopathie oblitérante des membres inférieurs.

En France, 10 millions de personnes auraient un CT = 2,5 g/I, et 2 millions un CT =
39/l (valeurs normales voir table 1).

Table 1 : Bilan lipidigue normal chez un patient sans facteur de risqgue

Se Cholestérol : 4,10 - 5,20 mmol/L 1,6 -2,0g/L
Se Triglycérides : 0,40 -1,70 mmol/L 0,35-1,50 g/L
Se Cholestérol HDL : > 1,0 mmol/L > 0,40 g/L

Se cholestérol LDL: < 4,1 mmol/L <1,60 g/L

La prise en charge d’un profil lipidique perturbé doit s'inscrire dans la

prise en charge du risque cardio-vasculaire global. Il existe ainsi une
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gradation des objectifs thérapeutiques en fonction du nombre de facteurs
de risques age, tabagisme, diabéte, hypertension, dyslipidémies,
sédentarité, obésité) ceux-ci regroupés sous le terme de « syndrome
metabolique ». Des modifications du style de vie telles que l'arrét du
tabagisme, une activité physique suffisante, une alimentation équilibrée et
une consommation d'alcool modérée sont essentielles dans un premier
temps, et gardent évidemment aussi leur importance lors d’un traitement

par des hypolipémiants.

Table 2 : Obijectifs thérapeutiques (Se cholestérol LDL)

En présence d'un seul facteur de risque : <4,9 mmol/L <1,9g/L
En présence de 2 facteurs de risque : < 4,1 mmol/L <1,6 g/L
En présence de plus de 2 facteurs de risque : < 3,4 mmol/L <1,3g/L
En cas d’antécédents cardio-vasculaire : < 2,6 mmol/L <1,0g/L

Les fibrates sont utilisés pour diminuer les concentrations plasmatiques de lipides,
lorsque les mesures hygiéno-diététiques ne sont pas suffisantes. Administrés sous
forme d'acides ou d'esters, les fibrates sont bien absorbés par le tube digestif. Les
esters sont hydrolysés en acides, seule forme active, par exemple le clofibrate est
hydrolysé en acide clofibrique. Les acides se lient aux protéines plasmatiques. lls
peuvent déplacer les antivitamines K liés aux protéines plasmatiques.

Les fibrates en général, bien que n'ayant pas fait la preuve de leur efficacité en
réduisant la mortalité globale au cours d'études comparatives, restent prescrits.

Le premier médicament de ce groupe, le clofibrate, dérivé de l'acide aryl-oxy-
butyrique, a été commercialisé a partir de 1965. D'autres dérivés dont la structure
chimique présente une trés grande ressemblance avec celle du clofibrate ont ensuite
été commercialisés : le gemfibrozil, le fénofibrate, le ciprofibrate et le bézafibrate qui
sont appelés « fibrates de deuxieme génération ».

En France, 4 molécules appartenant a la classe des fibrates, utilisés en
clinique dans le traitement des hypertriglycéridémies, disposent d’'une autorisation de
mise sur le marché nationale : le bezafibrate (Befizal® autorisé depuis 1982 —
laboratoire Actavis Group PTC ehf), le ciprofibrate (Lipanor® autorisé depuis 1983 —

laboratoire Sanofi Aventis + génériques), le fenofibrate (Lipanthyl®, autorisé depuis
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1986-Laboratoire Fournier + génériques ; le gemfibrozil (Lipur® autorisé depuis
1982 — laboratoire Pfizer).

Gemfibrozil | LIPUR® Cp 450 mg
Fénofibrate | LIPANTHYL® Cp a 67, 145, 160 et 200 mg
Ciprofibrate . LIPANOR® Gélules a 100 mg

Bézafibrate | BEFIZAL® Cp 200 et 400 mg

[I-4-2- Mécanisme d’action

Les fibrates sont des agonistes de PPAR-a permettant ainsi de
moduler I'expression génique de différentes enzymes impliquées dans le
métabolisme lipidique. Schématiquement, les fibrates agissent, au niveau
plasmatique, en augmentant la lipolyse des lipoprotéines riches en triglycérides et,
au niveau hépatique, d’'une part en réduisant la synthese des triglycérides par le foie
et d’autre part, en stimulant la synthése des apolipoprotéines (Apo) A1 et A2, ce qui

augmentent les concentrations en HDL et le retour du cholestérol vers le foie.

[I-4-3- Propriétés pharmacocinétiques
Les fibrates sont généralement bien résorbés par voie orale et sont fortement

liés aux protéines plasmatiques et en grande partie métabolisés.
[I-4-4- Propriétés pharmacodynamiques
Les fibrates abaissent la concentration plasmatique des triglycérides et celle

des VLDL. La concentration des LDL peut baisser mais parfois augmenter.

Effets indésirables

Ont été rapportés :
o Des cas d’'atteinte musculaire (myalgies diffuses) et exceptionnellement
de rabdomyolyse parfois séveres, réversibles a 'arrét du traitement.

« Troubles digestifs, rashs cutanés, élévation des transaminases.

Indications thérapeutigues

Hypertriglycéridémies et hypercholestérolémies (type 1a).
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Interaction et association

Potentialisation de I'effet des antivitamines K (déplacement de ses liaisons
aux protéines plasmatiques).
Risque majoré de rabdomyolyse en association avec les statines (inhibiteurs de

'HMG Co réductase) : Association déconseillée.

Comment prendre ces médicaments?

Certains de ces médicaments devraient étre pris a I'heure des repas,

habituellement lors du repas principal.

Positionnement thérapeutique

En 2005, le groupe de travail de pharmacovigilance de ’Agence européenne
des médicaments (EMA) a procédé a la réévaluation des médicaments contenant
des fibrates. En effet, chez les patients présentant une hyperlipidémie, I'efficacité des
fibrates a long terme dans la diminution des événements cardiovasculaires
(notamment infarctus et accident vasculaire cérébral) était moindre, comparée a
I'efficacité des statines dans cette indication. Le groupe de travail européen avait
alors conclu que les fibrates avaient cependant leur place dans le traitement de
I'hyperlipidémie, mais qu’ils devaient étre utilisés uniquement en deuxiéme intention.
Ces conclusions du groupe de travail européen ont été remises en question par
certains titulaires d’autorisations de mise sur le marché qui n'ont pas souhaité
intégrer les modifications dans les résumés des caractéristiques des produits (RCP)
concernes.

En 2009, a la demande de l'agence britannique (MHRA), le Comité des
médicaments a usage humain (CHMP) de 'EMA a procédé a une nouvelle
évaluation du rapport bénéfices/risques des fibrates. Leurs conclusions confirment
celles du groupe de travaill de pharmacovigilance rendues en 2005, qui
recommandent I'utilisation des fibrates en deuxieéme intention, sauf chez les patients
présentant de séveres hypertriglycéridémie ou ne supportant pas les statines.

Le comité a néanmoins précisé que le fénofibrate pouvait étre utilisé en association
avec une statine, lorsque le traitement avec celle-ci n’était pas suffisant. Cette
possibilité concerne spécifiquement les patients a haut risque cardiovasculaire

présentant une hyperlipidémie mixte insuffisamment équilibrés par une statine seule.
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Le traitement médicamenteux des troubles lipidiques dans le cadre de la
prévention des maladies cardio-vasculaires repose sur les statines principalement.

D’autres molécules sont également utilisées (voir annexe 1).

III-PPARa : EFFETS METABOLIQUES ET PHARMACOLOGIQUES

III-1- PPARx et métabolisme des lipides et des lipoprotéines

La démonstration que les fibrates, utilisés pour leurs propriétés
hypolipémiantes, agissent en activant PPARa a permis de comprendre le réle joué
par PPARa dans le métabolisme lipidique. De nhombreuses études in vitro et in vivo
sur différents modéles de souris génétiquement modifiées montrent que PPARa agit
comme un senseur des niveaux d'acides gras et de leurs métabolites, et est ainsi
capable d'adapter la réponse énergétique de l'organisme/de la cellule en modulant

de nombreuses voies métaboliques.

[I-3-1- PPARa et métabolisme lipidique

Les graisses alimentaires sont tout d'abord absorbées au niveau intestinal
avant d'étre délivrées dans la circulation sanguine sous forme de chylomicrons. La
Lipoprotéine Lipase (LPL), localisée sur la surface interne des vaisseaux, va
permettre I'hydrolyse des TG en acides gras (AG) par la suite redistribués aux tissus
périphériques. Le métabolisme hépatigue des AG dépend, également, du statut
énergétique et hormonal, et du taux d'AG « libres » circulants en provenance du tissu
adipeux. Les AG peuvent étre ré-esteérifiés et redirigés vers la circulation sanguine
sous forme de VLDL pour étre utilisés par les tissus périphériques ou stockés dans le
tissu adipeux. Par ailleurs, lorsque la glycémie est faible, les AG vont étre dégradés
par le foie et utilisés comme source d'énergie. Lors d'une dépense énergétique
importante, au cours d'un exercice physique ou d'un jelne prolongé, les AG sont
convertis en corps cétoniques utilisés comme source principale d'énergie par les

tissus périphériques.
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Les effets des activateurs de PPARa tels que les fibrates, sont dus, en partie,
a la modulation d’expression de plusieurs géenes codant pour des enzymes
impliguées dans le catabolisme des acides gras. Au niveau hépatique, en facilitant
les différentes étapes du catabolisme des acides gras, les fibrates conduisent a la
diminution de la quantité d’acides gras disponibles pour la synthése des TG associés
aux VLDL, contribuant ainsi a diminuer la concentration de TG plasmatiques. Ainsi,
les activateurs de PPARa facilitent :

v La capture cellulaire des acides gras libres en augmentant I'expression de

genes codant pour des protéines de transport chargées de I'entrée des acides gras
dans les cellules telles que la FATP (Fatty Acid Transport Protein), la FAT/CD36
(Fatty Acid Translocase) et la L-FABP (Liver-Fatty Acid Binding protein) de facon
tissu-spécifique (58, 59);

v Lestérification des acides gras en acyl-coA (empéchant ainsi les acides gras de

sortir de la cellule) en augmentant I'expression du géne de I'ACS (Acyl-CoA
Synthase) (59, 60);

v' L’entrée des acides gras dans les mitochondries en augmentant I'expression du
gene de la CPT-1 et de la CPT-2 dans le foie et le muscle (61-65). Ainsi, il a été

montré la présence d'un PPRE dans le 1°" exon du géne de la CPT-1 musculaire
humaine et la modulation du gene de la CPT-1 par les fibrates a été confirmée par la
diminution d’expression de la CPT-1 dans les souris déficientes pour le PPARa (61);

v La dégradation des acides qgras par [B-oxydation mitochondriale en induisant

I'expression du géne de la MCAD (Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase), de la
VLCAD (Very Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase), de la LCAD (Long Chain Acyl-
CoA Dehydrogenase), de la LCAS (Long Chain Acyl-CoA Synthase) et de la 3-
cétoacylCoA thiolase (65-67);

v' La dégradation des acides gras par (-oxydation peroxysomale en augmentant

I'expression du gene de 'ACO (Acyl-CoA Oxydase), de I'enzyme bifonctionnelle et
de la 3-cétoacyl-coA thiolase (68-70), produisant ainsi des acyl-CoA a chaines plus

courtes, capables d’entrer dans la mitochondrie ;
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v' La synthése de corps cétoniques par augmentation des concentrations cellulaires

en HMG-CoA synthase, enzyme clé de la cétogénése (71).

La dégradation des AG a longues chaines en métabolites de chaines plus courtes,
pouvant servir de substrats a l'oxydation peroxysomale, est assurée dans les
microsomes par les cytochromes P450, en particulier par les enzymes de la famille
CYP4A. L'expression hépatique des genes codant pour certaines de ces enzymes
est induite par les proliférateurs de peroxysome via un mécanisme dépendant de
PPARa, et des PPRE ont été identifiés dans le promoteur de ces génes (72, 73). Il a
eté décrit que PPARa est nécessaire a l'induction de ces génes en condition de
jelne (74).

Ainsi, 'activation de PPARa conduit a une augmentation de la dégradation des AG,
et par conséquent a une disponibilité réduite des AG pouvant étre incorporés sous
forme de TG dans les VLDL, ce qui contribue a I'action normolipémiante des fibrates
(Figure 4).
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Figure 4 : PPARa accélére le catabolisme des acides gras
AG, acides gras; TG, triglycérides ; VLDL, Very Low Density Lipoprotein

Les activateurs de PPARa favorisent la néoglucogenese en activant
I'expression et I'activité de PDK-4 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase-4) (enzyme qui
inactive la pyruvate déshydrogénase en cas de jelne ou de diabete), bloquant ainsi
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'oxydation du pyruvate en acétyl-coA et favorisant l'orientation du lactate et des
acides aminés glucoformateurs vers la synthese de glucose (75, 76).

Lors du jelne, la glycémie est maintenue grace a l'utilisation des stocks de
glycogéne puis de la néoglucogenése hépatique. L’énergie nécessaire pour cette
néoglucogeneése provient de la B-oxydation hépatique des acides gras, eux-mémes
issus de la lipolyse du tissu adipeux. Au cours du jelne, I'expression de PPARa est
fortement induite dans le foie (36) ainsi que I'expression de ses génes cibles codant
pour des enzymes de B-oxydation des acides gras, suggérant un rble essentiel de
PPARa dans cette adaptation au jelne. L’'implication de PPARa en lui-méme au
niveau de ['utilisation des acides gras hépatiques a pu étre mise en évidence par
I'utilisation de souris déficientes en PPARa. Alors que le phénotype de ces souris est
modéré a I'état nourri, elles présentent, au cours d’un jeline prolongé, un phénotype
profondément altéré caractérisé par une hypoglycémie, une hypothermie, une hypo-
cétonémie, une accumulation d’AG plasmatiques et une stéatose hépatique (37, 77).
Ces souris présentent, en fait, une altération hépatique de la p-oxydation marquée
par une absence d’induction de I'expression des génes codant pour 'ACO et la
MCAD ainsi qu’une absence d’augmentation des taux de B-hydroxybutyrate, reflétant
une altération de la synthese des corps cétoniques (37, 71, 77). De plus, elles
présentent un métabolisme glucidique altéré au niveau du foie (78) et du tissu
adipeux (79).

[1I-1-2- PPARa et métabolisme des lipoprotéines

[1I-1-2-1- PPARa et triglycérides

La concentration plasmatique de TG résulte d’'un équilibre entre la synthése
de TG par le foie et I'élimination des lipoprotéines riches en TG. Chez 'Homme, il a
été montré que les activateurs de PPARa diminuent la synthese hépatique de TG et
augmentent leur catabolisme, réduisant ainsi la concentration plasmatique en TG.

Ainsi, les agonistes de PPARa stimulent l'entrée des AG dans les
mitochondries et leur $-oxydation, diminuant ainsi la quantité d’AG disponibles dans
I'hépatocyte pour la synthése de TG des VLDL. lIs influencent aussi 'assemblage
des particules VLDL, induisant la production hépatique de lipoprotéines plus denses

contenant de I'apoB (80).
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Les agonistes de PPARa augmentent le catabolisme des VLDL, grace d’abord
a activation des génes codant pour 'apoA-V (81) et la LPL (82), augmentant alors
I'activité lipolytique du plasma. De plus, les agonistes PPARa diminuent I'expression
tout du gene de I'apoC-lll (83), inhibiteur de la LPL, ainsi que sa concentration
plasmatique, mais le mécanisme par lequel la répression de I'apoC-lll serait a
'origine de [l'activité hypotriglycéridémiante des agonistes PPARa n’est pas
totalement élucidé. Il pourrait impliquer une diminution de I'expression d’'un facteur
activateur comme HNF-4 (84) ou induire l'expression de génes de facteurs

répresseurs comme Ear3/Coup-TF ou Rev-erba (85).

[1I-1-2-2- PPARa et HDL

Chez I'Homme, les fibrates augmentent les concentrations plasmatiques des
HDL et de leurs constituants protéiqgues majeurs, les apoA-lI et apoA-ll. PPARa
augmente la transcription des géenes codant pour ces deux apolipoprotéines en se
fixant sur des PPRE présents dans leur promoteur (86, 87).

Le r6le de PPARa dans le métabolisme des HDL a été démontré in vivo grace
a l'utilisation de souris déficientes pour PPARa (88). Chez les rongeurs,
I'administration de fibrates diminue les concentrations plasmatiques et I'expression
hépatique du gene de l'apoA-l1 (88, 89). Cette différence entre espéeces résulte de
différences de séquence du promoteur du géne de l'apoA-I.

Des études menées in vitro ont montré que l'induction des ARNm de I'apoA-|
humaine par les fibrates est dépendante de la fixation de PPARa sur un PPRE
fonctionnel situé dans le site A du promoteur. Chez les rongeurs, ce site n'est pas
fonctionnel. Au contraire, I'expression du gene de I'apoA-I de rat est réprimée par les
fibrates via un mécanisme mettant en jeu la fixation d'un autre récepteur nucléaire
répresseur de la transcription, Rev-erba, sur un élément de réponse négatif (RevRE)
(85), site qui n'est pas fonctionnel chez 'Homme.

Les fibrates affectent aussi le métabolisme des HDL en changeant
I'expression d'enzymes et de récepteurs impliqués dans la synthese et le
catabolisme des HDL. Chez les rongeurs, les fibrates diminuent I'expression de la
lipase hépatique (90), de la LCAT (91), et augmentent la taille des HDL en
augmentant I'expression de la PLTP (92) et en diminuant la production de la protéine
de SR-BI (93).
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[11-1-2-3- PPARa dans 'efflux et le transport inverse du cholestérol

Des concentrations plasmatiques faibles d'apoA-I et de cholestérol-HDL sont
des facteurs de risque importants dans le développement des MCV (94). Cette
association est probablement due au role que jouent les HDL dans l'efflux de
cholestérol a partir des cellules périphériques chargées en lipides et a son retour
vers le foie ou il sera excrété dans la bile.

PPARa est présent dans les monocytes et macrophages (53). Les activateurs
de PPARa augmentent I'expression protéique du récepteur aux HDL CLA-1/SRB-I in
vitro et in vivo dans les macrophages des Iésions d'athérosclérose (54).

PPARa augmente l'expression de ABCA1 dans les macrophages primaires
humains, et l'efflux de cholestérol vers l'apoA-l est augmenté en présence
d'activateurs de PPARa (95). De plus, PPARa régule le métabolisme intracellulaire
du cholestérol dans les macrophages. En effet, son activation conduit a une
diminution du rapport esters de cholestérol/cholestérol libre dans les macrophages,
un effet d0 a une réduction de l'activité de I'ACAT (AcylCoA CholesterolAcyl
Transferase)-1 (96). Ceci permet de limiter I'accumulation d'esters de cholestérol
dans les macrophages et d'augmenter la proportion en cholestérol libre disponible
pour l'efflux. Ajoutées a l'augmentation de I'expression de ABCAL et de I'apoA-I par
les agonistes de PPARa, ces données montrent que PPARa joue un réle essentiel

dans I'hnoméostasie du cholestérol.
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Figure 5 : PPARa dans le métabolisme des lipoprotéines.
PPARa dirige les AG vers les voies cataboliques dans le foie, diminuant le pool d’AG
pouvant étre incorporés dans les lipoprotéines riches en TG (VLDL). PPARa

diminue la synthése hépatique de VLDL.
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L’apoE et 'apoB sont des ligands pour le LDL-R.

PPARo induit 'ApoA-V et réprime l'apoC-lll, ce qui augmente laffinité de la
lipoprotéine pour sa lipolyse par la LPL.

PPARa stimule le transport inverse du cholestérol empéchant ainsi son accumulation
dans les tissus périphériques.

PPARa augmente la synthése hépatique de I'apoA-l et I'apoA-Il, permettant une
synthése accrue d’HDL pour l'efflux de cholestérol des tissus périphériques et son
retour au foie.

PPARa induit TABCA-1 stimulant ainsi le transport inverse du cholestérol a partir du
macrophage vers le foie.

(AG : Acides gras ; CL: Cholestérol libre ; LPL : Lipoprotéine lipase ; LDL-R : LDL

récepteur ; Apo : Apolipoprotéine).

[1I-1-3- PPARa et métabolisme énergétique myocardique

Le cceur est aussi un tissu capable d'oxyder les AG et, tout comme au niveau
hépatique, cette voie est fortement régulée afin d'adapter I'entrée et I'utilisation des
AG a la demande énergétique. Ici encore, PPARa sert de « senseur » des AG et
coordonne leur utilisation tant en conditions basales qu'en réponse a un stress. Tout
comme il le fait au niveau hépatique, PPARa régule I'expression des enzymes et des

transporteurs participant a la B-oxydation des AG (42, 65, 77, 97).

[lI-1-4- PPARa et adaptation au jelne

L'expression de PPARa est fortement augmentée en période de jeline (36). Le
jelne stimule la lipolyse au niveau du tissu adipeux aboutissant a une augmentation
des concentrations plasmatiques d'AG libres qui vont étre rapidement pris en charge
dans le foie ou ils vont étre métabolisés afin de produire les corps cétoniques,

sources d'énergie pour les tissus extra-hépatiques gluco-dépendants.
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I1I-2- Modulation de la réponse inflammatoire par PPARa

[1I-2-1- PPARa et inflammation vasculaire

Une premiere étude a démontrée que l'activation de PPARa par le leukotriene
B4, un éicosanoide pro-inflammatoire, conduit a sa propre dégradation et par
conséquent a [lattenuation de Ila réponse inflammatoire. Une expérience
complémentaire révélé une réponse inflammatoire prolongée dans des souris
déficientes en PPARa traitées au LTB4 (54). Par la suite, on a pu démontrer qu’en
activant PPARa les fibrates inhibent la production de cytokines inflammatoires par
les CML de l‘aorte, telles que I'lL-6 et la prostaglandine 6-keto-PGFla (17). Cet effet
inhibiteur de PPARa se traduit par le blocage de l'induction de I'expression de la
cyclooxygénase-2 (Cox-2), un marqueur de l'inflammation des cellules vasculaires.

Le mécanisme d’action de PPARa s’opére par interférence avec la voie de
signalisation du facteur de transcription NF-xB qui est activé par diverses voies de
signalisation telles que celles de l'lL-1, du TNF, du lipopolysaccharide (LPS), des
virus ou d’agents oxydatifs. Les cibles de NF-xB sont des genes codant pour des
cytokines, des récepteurs des cytokines ou encore des molécules d’adhésion des
leucocytes endothéliaux. Plusieurs études établissent que la forme activée de
PPARa interagit avec NF-xB pour bloquer son activité transcriptionnelle ce qui se
traduit par une inhibition de I'expression des génes cibles pro-inflammatoires (98).

(voir figure 6 page suivante)
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Figure 6 : L’action anti-inflammatoire du PPARa dans la paroi vasculaire a été

démontrée in vivo. Les aortes de souris déficientes en PPARa présentent une
réponse inflammatoire exacerbée a la stimulation par le LPS (24). De plus, I'induction
de I'expression de I'lL-6 par le LPS est limitée par les fibrates uniquement dans des
souris exprimant le PPARa, ce qui démontre I'importance du récepteur pour I'action
des fibrates et autres agonistes. Cet effet anti-inflammatoire des activateurs de
PPARa est également observé chez ’lHomme. Deux groupes de patients présentant
une légere hyperlipidémie ont été comparés quant a la réponse au fénofibrate. En
plus de l'effet hypolipémiant attendu, ce traitement par le fénofibrate abaisse les
concentrations plasmatiques de I'lL-6, deux fois plus élevées chez les patients
coronariens (17). Tout ceci suggere fortement un effet anti-inflammatoire des
agonistes de PPARa en plus de leur action normolipémiante.
De surcroit, PPARa interfere avec les mécanismes de chimiotactisme et d’adhésion
cellulaire au niveau de l'endothélium. Ainsi, les activateurs de PPARa inhibent
'expression de molécules d’adhésion qui interviennent dans le recrutement des
leucocytes telles que VCAM-1 et ICAM-1.
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[1I-2-2- PPARa et phase aiglie de I'inflammation

L’inflammation aigué systémique constitue une réponse défensive de
I'organisme vis-a-vis d’agressions d’origines diverses : infections bactériennes, choc
hémorragique, Iésions tissulaires... En dehors du déclenchement de processus bien
caractérisés (fievre, hyperleucocytose, sécrétion de prostaglandines, dACTH, de
cortisol), cette réponse associe des réactions cellulaires et biochimiques qui
aboutissent a une libération accrue de nombreuses protéines (CRP, SAA : Serum
Amyloid A, fibrinogéne, haptoglobine, orosomucoide, a1-antitrypsine, a1-
glycoprotéine, céruléoplasmine) et a une diminution de la sécrétion pour quelques-
unes d’entre elles (transférine, albumine). Ces protéines, principalement d’origine

hépatique, sont dites protéines de la phase aigué de l'inflammation (APP : Acute

Phase Proteins) (99). L’inflammation aigué provoque une augmentation brutale,
rapide, mais transitoire, de la synthése des APP positives et une diminution modérée
des APP négatives, suivie d’'une normalisation de ces protéines lorsque la réparation
est compléte. En revanche, linflammation chronique conduit a une altération

constante du profil d’expression de certaines ces protéines, avec des concentrations

maintenues respectivement élevées ou diminuées pour les APP positives et
négatives.

Les facteurs qui stimulent la phase aigué sont notamment représentés par les
cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1 et IL-6), et par les endotoxines, en particulier
le lipopolysaccharide. Les cytokines pro-inflammatoires sont libérées dans la
circulation principalement par les macrophages, les cellules endothéliales
vasculaires, les fibroblastes et les hépatocytes et agissent sur les organes cibles via
I'interaction avec des récepteurs spécifiques. Les données actuelles permettent de
définir I'inflammation comme un processus déterminant dans la transformation des
facteurs de risque en modification biologique au sein de la paroi vasculaire. Parmi les
protéines de la phase aigué de [linflammation, plusieurs sont associées a
I'athérosclérose en tant que « marqueurs de risque d’origine hépatique », la CRP et
le fibrinogéne étant les mieux caractérisées dans le contexte physiopathologique de

I'athérosclérose et de ses complications.
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l11-2-2-2- PPARa et CRP

La CRP est une autre protéine de la phase aigué produite par le foie et

considérée comme un important marqueur et par certains comme un facteur de
risque indépendant pour les maladies cardiovasculaires.
La CRP est une protéine constituée de 5 sous-unités comportant chacune 206
acides aminés. Elle joue un réle dans le systeme immunitaire, pouvant se fixer sur
les immunoglobulines G et pouvant activer le systeme du complément. La CRP est
un marqueur précoce, sensible et spécifique de la réaction inflammatoire augmentant
proportionnellement a son intensité. Elle apparait dans les six heures suivant
l'inflammation aigué. Son taux augmente et est maximal apres deux jours. Il peut
baisser en moins de 6 heures lorsque la source de l'inflammation a été éradiquée. En
présence de calcium, la CRP se lie spécifiguement aux résidus phosphocholine
retrouvée dans les polysaccharides microbiens. La CRP active par ce biais la voie
classique du complément en I'absence d'anticorps, et opsonise les ligands, en vue
de leur phagocytose. La phosphocholine étant également présente dans le PAF
(Platelet-Activating Factor) et les polynucléaires, la CRP atténue la voie de la
coagulation et l'activation des cellules inflammatoires.Chez des patients traités au
fénofibrate, les concentrations plasmatiques en CRP sont diminuées.

En effet, il a été montré que I'expression de la CRP est abaissée par les
activateurs de PPARa dans les conditions basales et en conditions inflammatoires
stimulées par I'lL-1 (100). La stimulation de la CRP par 'lL-1 dépend directement de
la formation d’'un complexe de protéines entre les facteurs de transcription C/EBPf et
p50-NF-xB. Lorsque le PPARa est activé, I'expression des protéines C/EBPf et p50-
NF-xB est diminuée et la quantité moléculaire de complexe formé est abaissée. En
conséquence, la stimulation de la transcription du gene de la CRP ne peut se faire

de fagcon maximale.

[1I-2-2-3- PPARa et fibrinogene

On appelle fibrinogene ou "facteur 1" une protéine du plasma sanguin qui se
transforme en fibrine lors de la coagulation sanguine. C'est une glycoprotéine de 340
kDa synthétisée au niveau hépatique et dans les mégacaryocytes. Cette
glycoprotéine est soluble et présente a une concentration normale comprise entre
2,0 et 4,0 g/L dans le plasma humain. La transformation du fibrinogéne en fibrine se
fait sous l'action de la thrombine. Le fibrinogéne soluble, une fois transformé en
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fibrine, est insoluble dans le plasma sanguin. Il est possible de purifier le fibrinogene
par précipitation a l'aide de glycine saturée. Son taux augmente dans les états
inflammatoires.

Le fibrinogéne, synthétisé par le foie, est une molécule dimérique composée
de trois paires de polypeptides différents Ax, B et Gy. Le fibrinogéne affecte
fortement la coagulation sanguine, les parameétres rhéologiques du sang et
'agrégation plaquettaire. De plus, le fibrinogéne et les métabolites qui en dérivent
peuvent avoir un effet direct sur la paroi vasculaire. En effet, on a pu remarquer
gu’au cours du processus d’athérosclérose, les plaques fibreuses qui se forment et
qui provoquent la rigidification et I'obstruction progressive des vaisseaux touchés,
étaient enrichies en produits de dégradation du fibrinogene. Le fibrinogene est classé
parmi les protéines de la phase aigué produites par le foie a haut niveau apres
stimulation par des cytokines inflammatoires (I'lL-6, I'lL-1 ou encore le TNF).

Un réle potentiel anti-inflammatoire de PPARo au niveau hépatique est fondé sur
I'observation de I'abaissement des concentrations plasmatiques de fibrinogéne et de
CRP chez des patients traités au fénofibrate (17).

La biosynthése du fibrinogéne est fortement induite au cours de I'inflammation

aigué et ses concentrations plasmatiques sont élevées dans I'état inflammatoire
chronique. Il est généralement admis que des concentrations élevées de fibrinogéne
plasmatique peuvent avoir des conséquences physiopathologiques, en particulier
dans les complications thrombotiques de I'athérosclérose.
L’expression des génes du fibrinogéne est fortement stimulée par I'lL-6. Un pré-
traitement par les fibrates prévient la stimulation de I'expression des génes du
fibrinogéne par I'lL-6 et cet effet est amplifié par la sur-expression cellulaire de
PPARa.

Le facteur de transcription C/EBPf est un puissant activateur de I'expression
des genes du fibrinogéne et d’autres génes de la réponse inflammatoire. Il agit en
tant que médiateur de la voie de signalisation de I'lL-6. Une fois activé par son
ligand, PPARa interagit physiquement avec un cofacteur de transcription
indispensable a I'action du facteur C/EBPf. Ce mécanisme d’action de PPARa sulffit
a modeérer la forte induction des genes du fibrinogéne provoquée par I'lL-6. Ainsi,
PPARa est un facteur important dans la suppression de I'expression du fibrinogéne

hépatique en conditions basales et inflammatoires (27).
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[11-2-2-3- PPARa et IL6

PPARa activé peut interférer négativement avec les voies de signalisation de
certaines cytokines inflammatoires au niveau de la paroi vasculaire en bloquant
I'activité des facteurs de transcription AP-1, STAT et NF-xB (101, 102). De plus,
I'étude de la répression de I'expression du fibrinogéne par les fibrates a révélé que
PPARa peut bloquer I'effet de stimulation de I'lL-6 considérée comme un puissant
régulateur de la phase aigué au niveau hépatique (27). Ceci suggere fortement que
I'activation du PPARa ne réprime pas seulement I'expression du fibrinogéne mais
aussi d’autres protéines de la phase aigué de l'inflammation. Il a en effet été montré
que dans les souris stimulées par I'lL-6 et sous traitement par le fénofibrate, aucune
induction des genes cibles de I'lL-6 ne pouvait étre observée. Les souris traitées
uniquement par I'lL-6 présentaient une forte induction des ARN messagers des
genes du fibrinogéne, de la sérum amyloid A, de I'haptoglobine par comparaison
avec les souris non traitées. L'implication indispensable de PPARa dans ce blocage
de la stimulation de la voie de signalisation de 'lL-6 a été démontrée par la répétition
des expériences dans des souris déficientes pour PPARa. En effet, le traitement de
ces animaux par le fénofibrate n’a affecté en rien I'effet stimulateur de I'lL-6.

Une des étapes clefs du contréle des voies de signalisation est I'activation du
récepteur qui orchestre la réponse aux stimuli. Le récepteur a I'lL-6 est un complexe
de deux protéines qui sont appelées gp80 et gpl130. Dans les souris sous traitement
par le fénofibrate, 'expression de gp 80 et de gp 130 est abaissée (103) (voir figure 6
et 7). Ainsi, PPARa est un modulateur de la synthese d'APP.
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Figure 7 : PPARa empéche la synthése hépatique d’APP induite par 'lL-1 (CRP) ou
par I'lL-6 (Fibrinogene, SAA et HG).
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IV- PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DES TRAVAUX DE
RECHERCHE

IV-1- Premiere étude

IV-1-1- Contexte

PPARa activé peut interférer avec les voies de signalisation de certaines
cytokines inflammatoires au niveau de la paroi vasculaire en bloquant l'activité des
facteurs de transcription AP-1, STAT et NF-«xB (140). L’analyse globale des données
met en évidence une connexion entre les voies de signalisation de PPARa et de L’IL-
6 (cf Etude fibrinogéne/PPARa, APRPS/PPAR) au niveau hépatique chez ’lHomme.
Ceci suggere fortement que lactivation du PPARa ne réprime pas seulement
I'expression du fibrinogéne et de CRP mais aussi d’autres protéines de la phase
aigué de linflammation. Les facteurs qui stimulent la phase aigué sont notamment
représentés par les cytokines pro-inflammatoires TNF, IL-1 et IL-6, et par les
endotoxines, en particulier le lipopolysaccharide.

IV-1-2- Objectifs

Notre étude a consisté a étudier la possibilité de la généralisation de la
régulation hépatique des protéines de la phase aigué produites en réponse a I'lL-1 et
au LPS par PPARa.

IV-1-3- Stratégie
Une premiére étude s’est attachée a analyser I'effet de I'activation de PPAR«a
dans le contrble de la réponse a I'lL-1 et au LPS in vivo dans des souris normales et

déficientes en PPARq.

IV-1-4- Conclusion

Les résultats des expériences exposées ci-aprés démontrent que PPARa
hépatique contrdle la voie de signalisation de I'lL-1 en de I'endotoxine LPS.
En association avec les résultats déja publiés sur le contréle de la voie de I'lL-6 par

PPARa, ces travaux identifient PPARa en tant que modulateur global de la phase
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aigué de l'inflammation. De plus, par son action hépatique, PPARa permet la
diminution de la concentration plasmatique des cytokines pro-inflammatoires

circulantes atténuant la stimulation des cellules de la paroi vasculaire.

— —

Endotoxine
ﬂ? o—N
TNF/IL-1 —> IL-6
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aigué de l'inflammation

Figure 8 : Schéma résumant la problématique de la premiere étude
Roéle de PPARa hépatique dans le contrble général de la phase aigué de

I'inflammation
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Summary

The acute phase response is characterized by the modulation of liver expression of many proteins
involved in a diversity of biological functions. Among them, some are associated with the pathology
of atherosclerosis. We previously found that Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha
(PPARa) agonists attenuate the IL-6 induction of acute phase response gene expression in vitro and in
vivo. In the current work, we found a PPARa-dependent regulation of hepatic acute phase response
stimulated by IL-1. We also found that IL-1-stimulated expression of secondary wave cytokines such
as IL-6 is prevented upon PPARa activation in liver. Direct involvement of hepatic PPARa was
demonstrated using a liver-restricted expression of PPARa in mice. IL-1 or IL-6 mediated acute phase
response was inhibited by fenofibrate treatment in liver-specific PPARa expressing mice but not in
PPARa—deficient mice. In addition, we demonstrated that PPARa exerts a general control of the APR
by using an inflammation/infection model of LPS. In such a context, liver-specific PPARa. expressing
mice displayed lower circulating levels of TNF, IL-1 and IL-6 cytokines. We found a distal
repercussion of this lowering at the vascular wall level as illustrated by a decreased expression of
adhesion molecules in aorta. In conclusion, we demonstrated that through a specific liver action,

PPARo behaves as a modulator of systemic inflammation and of the associated vascular response.
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Introduction

Even whether inflammation, mediated by varied set of cytokines (1), is crucial to the host defense,
chronic inflammation or infection may become deleterious, especially for cardiovascular diseases.
Especially, atherosclerosis is thought closely linked to inflammatory state (2). Prediction of the risk of
developing atherosclerosis is based on the identification of risk factors and their modulation. Among
them, haemostatic factors such as cytokines and their liver target genes are associated with an
increased risk.

The acute phase response is an alarm response of the organism stimulated by drastic
disturbances including, infection, inflammation, trauma, necrosis, and malignant growth. Among a
diversity of biological functions, the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor (TNF),
interleukin-1 (IL-1) and interleukin-6 (IL-6) are known to induce the acute phase response (APR). The
APR corresponds to the gene modulation of acute phase proteins (APP) in liver among which are
found fibrinogen, C-reactive protein (CRP), serum amyloid A (SAA) and haptoglobin (HG). Both
cytokines and targets of the APR are considered as cardiovascular risk markers of hepatic origin (3-5).
Inflammation and infection are accompanied by the secretion of TNF, IL-1 and IL-6 that activate
either separate or common set of genes (6, 7). TNF/IL-1 belong to the primary wave of cytokines that
trigger an immediate modulation of some of the APR target genes. In that context, IL-6 is an APP
itself and belongs to the secondary wave of cytokines. Bacterial endotoxin such as LPS exhibits a
broad spectrum of action and provokes a violent response from the entire organism. LPS may induce
IL-6 expression and its plasma concentrations and launches TNF/IL-1 signaling which in turn
stimulate and maintain the IL-6 response. Therefore, preventing exacerbation of cytokines stimulation
either by controlling concentrations of plasma cytokines or by modulating cytokines signaling
pathways might represent a strategy aimed at counteracting deleterious effects of systemic
inflammation.

Among drugs affecting plasma acute phase proteins, fibric acid derivatives are reported as
repressors. Fibrates are generally effective at normalizing hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia and may also lower fibrinogen and CRP plasma levels. Fibrates exert their
action at the gene level through activation of the nuclear receptor Peroxisome Proliferator Activated
Receptor alpha (PPAR). The positive regulation of PPARa target genes occurs through the binding
of PPARa with its heterodimeric partner RXR to specific response element (8-12). This pathway is
mainly involved in the gene regulation of lipid and lipoprotein metabolism-related genes yielding to
the normolipemic action of fibrates (13, 14). Furthermore, PPARo was shown to down-regulate the
expression of genes involved in the inflammatory process by interfering with several transcription
factors such as STATs, C/EPBs, NF-xB and AP-1 that are stimulated by pro-inflammatory cytokines
(15, 16).

45



A role of PPARq in modulating inflammation came from the initial observation that PPAR«
deficient mice displayed a prolonged inflammatory response (17). The involvement of PPARa in the
control of inflammatory signaling was first demonstrated in vascular cells (15, 16, 18-22). Since
PPARa is highly expressed in liver, a potent function in the control of acute phase response was
thereafter investigated. We previously found that fibrate-activated PPARa negatively regulates IL-6-
stimulated fibrinogen expression (16) and IL-1 stimulated CRP gene expression (19) in isolated
primary human hepatocytes. We also reported that chronic activation of PPARo attenuates IL-6-
induced APR gene expression in vivo (18). Here, we show that IL-1-mediated stimulation of acute
phase protein expression is counteracted by fibrate treatment in vivo. This effect occurs at the
transcriptional level as demonstrated by run-on experiments. In addition we found that IL-1 stimulated
expression of 1L-6 in liver is prevented upon PPARa activation. Finally, we demonstrated that PPARa
exerts a general control of the APR in inflammation and infection condition and lowers circulating
concentrations of pro-inflammatory cytokines. This effect had a repercussion at the vascular level as
demonstrated by a decreased expression of ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) and VCAM-1

(vascular cell adhesion molecule-1) in aorta.

Materials and Methods

Animal studies

Animal studies were performed in compliance with European Community specifications regarding the
use of laboratory animals. The Nord-Pas de Calais Ethical Committee for animal use approved the
animal experiments. C57BI16/J mice were fed for two weeks with either a standard mouse chow or one
containing 0.2% (w/w) fenofibrate. Mice were subjected to intra-peritoneal injection of IL-1 (0.5
pg/mice) or saline buffer 3 hours before the sacrifice. Animals were killed by exsanguination under

anesthesia. Livers and aorta were removed.

Preparation of nuclei and Run-on assay

Nuclei were prepared from fresh livers as described by Gorski et al. (23). Transcription Run-on assays
were performed as described by Nevins et al. (24). Equivalent amounts of labeled nuclear RNA were
hybridized for 48 hours at 42°C to 1 pg of purified cDNA probes immobilized on Hybond C Extra
filters (Amersham, Arlington Heights, IL). The following cDNAs were spotted: an ACO cDNA probe,
a glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase cDNA probe, a serum amyloid cDNA probe, an
haptoglobin cDNA probe. After hybridization, filters were washed at room temperature for 10 minutes
in 0.5 x SSC and 0.1% (w/vol) sodium dodecyl sulfate (SDS), and twice for 30 minutes at 65°C, and
subsequently exposed to x-ray (X-OMAT-AR, Eastman-Kodak, Rochester, NY) film.
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RNA analysis

RNA from livers, primary mouse hepatocytes or aorta were extracted with TRIzol reagent (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) using the supplier’s instructions. Reverse transcription was realized on 1pug
RNA using random hexameric primers and Superscript reverse transcriptase (Invitrogen). cDNA
levels were measured by real-time quantitative PCR using Brilliant SYBR Green Q-PCR Master Mix
(Stratagene) on the Mx4000 detection system (Stratagene) using the specific primers. PCR
amplification was performed in a total volume of 20 pL containing 100 nM of each primer. The
conditions were 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 30 s at 95 °C, 30 s at 55°C and 30 s at
72°C. For each primer pair, the linearity of the reaction was confirmed to have a correlation coefficient
at 0.98 and a PCR efficiency of 100% over the detection area by measuring a 10-fold dilution curve
with cDNA from mouse liver extract. Samples were analyzed in duplicate and normalized to the
cyclophilin values as internal control. PCR was performed with oligonucleotides 5’-TTC TGC TCC
CTG CTC CTG-3’ and 5’-GTA ATT GGG GTC TTT GCC-3’ for SAA; 5°-AAA AAC CTC TTC
CTG AAC CAC-3’ and 5’-AAC GAC CTT CTC AAT CTC CAC-3’ for haptoglobin; 5’-GGC TCA
GAC TCT GGG AAC TTT AG -3’ and 5’-GAA CGA TGT GTG GTG CTT GTG -3’ for fibrinogen-
a; 5’-AGC ACA GAA AGC ATG ATC CG -3’ and 5°-CCC GAA GTT CAG TAG ACA GAA GAC-
3’ for TNF; 5°-CCA GTT GCC TTC TTG GGA CTG-3’ and 5’-CAG GTC TGT TGG GAG TGG
TAT CC-3’ for IL6; 5>-GAA TGA CCT GTT CTT TGA AGT T-3’ and 5’-TTT TGT TGT TCA TCT
CGG AGC C-3’ for IL-1;. 5’-AAC CGA ATC CCC AAC TTG TGC AG-3’ and 5’-TCT CCA GCT
TCT CTC AGG AAA TGC C-3” for VCAM-1 and 5°-CCT GGC CTC GGA GAC ATT AGA GAA
C-3” and 5’-ACC CCA AGG AGA TCA CAT TCA CGG-3’ for ICAM-1. Quantification of mMRNA
expression was corrected using cyclophiline gene expression as a internal control with the primers 5°-
GCA TAC GGG TCC TGG CAT CTT GTC C-3’ and 5>-ATG GTG ATC TTC TTG CTG GTC TTG
C-3’. Statistical analysis was performed using Student’s t test, *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

Isolation of primary hepatocytes

Hepatocytes were isolated from the livers of fed mice by a modification of the collagenase method
(25). Hepatocytes were cultured in serum-free William’s E medium (Invitrogen) supplemented with
2 mmol/l glutamine, 25 pg/ml gentamicine, 100 nmol/l dexamethasone, 0.1% fatty acid-free BSA, 2%
(v/v) Ultroser G (Invitrogen) at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO,, 95% air. After cell
attachment (6 h), medium was changed fresh Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen)
supplemented with 2 mmol/l glutamine, 25 pg/ml gentamicine, 100 nmol/l dexamethasone, and
5 mmol/l d-glucose, and cells were treated either with fenofibrate (FF) (100 umol/L) or DMSO for
24 h and IL-1 (10 ng/mL) for 3 hours.
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Transfection assays

HepG2 cells were grown in MEM containing 10% foetal calf serum (FCS) (Invitrogen Life
Technologies, Cergy-Pontoise, France), 2mM glutamine, 25pug/mL gentamycine, 1mM sodium
pyruvate, and non-essential amino acids (Invitrogen) in a 5% CO, humidified atmosphere at 37°C. For
reporter assays, HepG2 cells were transiently transfected with the p1168hu.lL6P-luc+ corresponding
to the wild-type human IL-6 promoter construct coupled to the firefly luciferase and the empty vector
(e.v.) or the PPARa expression vector using ExGen 500 (Euromedex, Souffelweyersheim, France)
according to the manufacturer’s protocol. The total amount of DNA was equalized to 0.5 pg by adding
pBSSK™ vector.After a 5 h incubation period, cells were treated, in MEM 0.2% FCS, with IL-1 (10
ng/mL). Cells extracts were prepared using Reporter Lysis Buffer (Promega, Charbonniéres, France),
and luciferase and B-Galactosidase activities were measured as previously described (26). Statistical
analysis was performed using Student’s t test, *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

Hydroporation method

Animal studies were performed on 10 weeks old PPARa-null female mice on a C57BI6/J genetic
background. For injection, mice were anaesthetized by intraperitoneal injection with a solution of
domitor (0.68 mpk) / ketamin (67 mpk) (Orion Pharma, Espoo, Finland/Virbac, Carros, France). Rapid
tail vein injection (hydroporation) was performed as previously described (27-32). Briefly, injections
were performed in the morning using 20 pg of the control empty vector or PPARa expression vector
in saline 9% (w/v) solution in a total volume of 1.6 mL per mouse (18-20 g). Mice were allowed to
recover on cotton following subcutaneous injection of the antidote antisedan at 1.7 mpk (Orion
Pharma). Fenofibrate (FF) treatment was performed by gavage (200 mpk). Mice received the first
gavage 8 hours post-hydroporation and the second one 24 hours post-hydroporation and were
subjected to peritoneal injection of either murine IL-1 or murine I1L-6 or LPS 1 hour later. After a total
3h period, mice were anaesthetized and then sacrificed. Each group was composed of 5 mice.
Expression of hydroporated PPARa was analyzed in several tissues including liver, heart, aorta,
skeletal muscle, adipose tissue, kidney and spleen. PPARa expression was exclusively detected in the

liver.

Plasma cytokine concentrations
Plasma levels of TNF, IL1 or IL6 were determined by ELISA (R&D systems Europe) following
manufacturer’s instructions. Statistical analysis was performed using Student’s t test, *P<0.05,

**P<0.01 and ***P<0.001.

Reagents
Fenofibric acid (Laboratories Fournier Dijon, France) was dissolved in DMSO (Me,SO). Fenofibrate

suspended in 1% carboxymethylcellulose (CMC, low viscosity, Sigma) was administered by gavage at

48



a dose of 200 mpk. Control animals received equivalent volumes (100 ul) of 1% CMC in similar
conditions. Murine recombinant IL-1 or IL-6 (0.5ug per mouse) (Tebu Le Perray-en-Yvelines, France)
and LPS (Escherichia coli, serotype 055:B5, Sigma) prepared in saline 9 g/L were administered by

peritoneal injection at the dose of 50 g per mouse.

Results

PPARa activation prevents IL-1-mediated APR gene expression in vivo

To study the effect of PPARa activation on IL-1-mediated APR gene expression in vivo, we examined
MRNA levels of APR genes in liver such as serum amyloid A (SAA) and haptoglobin (HG) in mice
untreated (Cont) or treated with fenofibrate (FF), and subsequently stimulated or not by IL-1 (Figure
1). The APR genes were analyzed together with the well-characterized PPAR« target gene Acyl-CoA
oxidase (ACO). As expected, ACO mRNA levels were increased in fibrate-treated mice (data not
shown). Moreover, mice stimulated with IL-1 responded with a strong induction of the mRNA
expression of SAA (Figure 1A) and a lower but obvious increase of HG mRNA expression (Figure
1B). Interestingly, this IL-1 effect was strongly impaired by fenofibrate treatment. Next, we analyzed
the effect of fibrate-activated PPARa on APR gene transcription in vivo by performing nuclear run-on
transcription assays on nuclei prepared from livers of mice untreated or treated with fenofibrate and
stimulated or not by IL-1 (Figure 2). Mice treated with fenofibrate showed an increase transcription
rate of ACO. Remarkably, mice stimulated with IL-1 exhibited an increased transcription rate for SAA
and HG genes, which was strongly attenuated once PPARa was activated by its agonist. Together
these results demonstrate that PPARa controls the APR gene expression stimulated by IL-1 at a

transcriptional level in vivo.

PPARGa controls IL-1-induced APR gene expression trough a direct action within the hepatocyte
We next investigated whether the negative interference of fenofibrate-activated PPARo on IL-1-
induced APR gene expression occurs within the hepatocyte. To that end, we analyzed cellular mMRNA
level of APR gene in primary mice hepatocytes isolated from mouse liver (Figure 3). Primary
hepatocytes treated with fenofibrate exhibited an enhanced expression of ACO gene (data not shown).
IL-1 treatment of primary cells increased mRNA levels of APR genes. Fenofibrate treatment
attenuated the IL-1-mediated induction of both SAA and HG gene expression (Figure 3A and B).
These findings indicate that PPARa activation prevents IL-1-induced APR gene expression both in

vivo and in vitro and that this effect is due to a direct activity of PPARa within the hepatocyte.

PPARa activation prevents IL-1-induced secondary wave IL-6 cytokine both in vitro and in vivo
Previously, it has been shown that the pro-inflammatory cytokine IL-6 is an inducer of APR gene

expression (3-5). Moreover, it is known that IL-6 is a target gene of IL-1 (33, 34). Thus IL-6 can be
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considered as an acute phase protein of both a primary and as a secondary wave cytokine. Therefore,
to determine whether IL-1-mediated IL-6 induction is prevented by hepatic PPARa activation,
primary hepatocytes isolated from mice were treated by the PPARa agonist or IL-1 or combination of
both (Figure 4 A). Primary cells treated with fenofibrate showed an increased of ACO gene expression
(data not shown). Interestingly, IL-1-induced IL-6 mRNA expression was fully prevented by
fenofibrate-activated PPARa. To check whether treatment with fenofibrate has a similar effect in vivo,
we analyzed IL-6 mMRNA expression in liver of mice that were treated by fenofibrate and subsequently
stimulated by IL-1. As expected, ACO expression levels were increased in fibrate-treated mice (data
not shown). Importantly, the pronounced increase of IL-6 mRNA level due to IL-1 stimulation was
fully impaired by PPARa activation (Figure 4B). Next, to confirm that the effect of PPARa on IL-1-
induced IL-6 gene expression occurs at a transcriptional level, human hepatoma HepG2 cells were
transfected with the human IL-6 promoter construct and PPARo expression vector. Cells were
subsequently stimulated with or without IL-1. As presented in Figure 4C, IL-1 treatment increased
activation of the IL-6 promoter, an effect prevented by PPARa. Together, these results indicate that
PPARG. activation prevents both in vitro and in vivo IL-1-induced mRNA expression of hepatic IL-6.
This effect may further contribute to the observed reduction in IL-1-induced hepatic APR gene
expression under fibrate treatment, and would allow preventing exacerbation and propagation of the
inflammation by blocking secondary wave cytokine expression.

Effect of fenofibrate occurs via a liver-specific activation of PPARa

Next, we sought to determine whether the inhibitory effect of fenofibrate requires liver-specific
activation of PPARa. To that end, PPARa was subjected to transient in vivo transfection in mice using
hydroporation methodology (27-32). PPARa was expressed exclusively in the liver of PPARa
deficient mice and was not detected in the other tissues tested (heart, aorta, skeletal muscle, adipose
tissue, kidney and spleen). The animals were orally treated by fenofibrate and acute phase genes
expression was induced by peritoneal injection of either IL-1 or IL-6. We thus examined hepatic
expression of IL-6, fibrinogen-a and SAA genes as representative genes of the acute phase response
(Figure 5). The expected induction of SAA and IL-6 genes expression by IL-1 was not prevented by
fenofibrate treatment in PPARa deficient mice. By contrast, liver-expressed PPARa restored the
inhibitory effect of the PPARa agonist fenofibrate on the IL-1-mediated acute phase response (Figure
5A and B). Similar results were observed when mice were treated with IL-6 (Figure 5C and D).
Indeed, treatment of PPARa deficient mice by IL-6 resulted in a strong induction of SAA and
fibrinogen genes expression that was not affected by fenofibrate treatment. Interestingly, this
stimulation was strongly attenuated by fenofibrate in mice displaying liver-restricted expression of
PPARa. Thus these data provide clear evidence that PPARa is required for the effects of fenofibrate
and confirming that liver-restricted PPARa activated by fenofibrate is capable, in vivo, for blocking
both IL-6 and IL1-mediated induction of APR related genes in the liver.
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Infection-induced APR gene expression is impaired by fenofibrate-activated PPARa in vivo

In vivo stimulation of the APR by IL-1 or IL-6 constitutes an individual inflammatory response. By
contrast, Lipopolysaccharides (LPS), which are biological components of the outer membrane of
gram-negative bacteria, are important inducers of inflammation signaling pathways and are widely
used model to mimic infection/inflammation in vivo. To determine whether the global suppressive
action of PPARa applies to the broader context of inflammation/infection-induced APR gene
expression, we treated PPARc. deficient mice displaying liver-restricted PPARc. expression with LPS
(Figure 5). LPS treatment of PPARa deficient mice led to the stimulation of SAA and fibrinogen-a
gene expression (Figure 5E and F). Again, as observed for the APR induced by individual cytokines,
the LPS effects were significantly prevented in mice expressing specifically PPARa in liver and
activated by fenofibrate. These results corroborate our findings in the context of individual cytokines,
and demonstrate that PPARo has a negative action on the broader spectrum of action of pro-

inflammatory mediators produced by the liver during infection.

Effect of liver-specific PPARa on systemic inflammation

LPS triggers signal transduction pathways to release various cellular mediators, including the pro-
inflammatory cytokines TNF, IL-1 and IL-6 (6, 7). Thus, we tested the ability of hepatic PPARa to
influence circulating cytokine levels in mice by measuring TNF, IL1 and IL6 concentrations after
LPS-induced acute inflammation (Figure 7). As previously, liver-restricted PPARo expressing mice
were treated with fenofibrate and LPS or not. As expected, LPS treatment of PPARa deficient mice
resulted in a strong elevation of TNF, IL-1 and IL-6 plasma concentrations (Figure 7A, B and C). This
effect was not prevented by fenofibrate treatment in PPARw-deficient mice. Interestingly, the
enhancement of these circulating pro-inflammatory cytokines concentrations was drastically prevented
in liver-restricted PPARa expressing mice treated with fenofibrate (Figure 6A, B and C). Furthermore,
the lowering of circulating levels of TNF, IL-1 and IL-6 was correlated with the decrease of their
respective liver mRNA levels, (Figure 6D, E and F respectively). Taken together, these results
strongly demonstrate that liver-specific PPARa activation lowers concentrations of circulating level of
pro-inflammatory cytokines. These results suggest that through a liver action, PPARa may modulate
the propagation of inflammation that may have important consequences in cells targeted by pro-

inflammatory cytokines.

Repercussion of liver-specific PPARa at the vascular wall level
To assess the anti-inflammatory potential of liver-specific PPARo activation, we analyzed the
expression genes encoding vascular adhesion molecules in aorta (35). To that end, we measured the

expression of ICAM-1 and VCAM-1 in aortas of hydroporated mice stimulated by LPS (Figure 6G
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and H). The expression of both ICAM-1 and VCAM-1 was markedly induced by LPS injection in
PPARo-deficient mice. Interestingly, the expression of the pro-inflammatory genes ICAM-1 and
VCAM-1 was significantly reduced in aorta of liver-specific PPARa expressing mice. Altogether,
these results demonstrate that PPARa lowers systemic and aortic inflammatory response through a

specific action at the liver level.

Discussion

Modulation of the acute phase response by PPARa has been studied in human cells (16, 19).
We also reported that PPARa behaves as a modulator of the acute phase response mediated by IL-6 in
vivo (18, 36). In the present work, we investigated the potential overall action of PPARa on the acute
phase response in vivo. First, we demonstrated that PPARa prevents IL-1-induced transcription of the
acute phase response gene expression in vivo. Moreover, we also found that the activation of PPARa
prevents IL-1-stimulated IL-6 expression that may be considered as an APR gene, in liver.
Furthermore, we demonstrated that PPARa. reduces the stimulation of the APR mediated by LPS that
was used to mimic infection. Importantly, we also demonstrate that PPARa controls liver expression
of pro-inflammatory mediators TNF, IL-1 and IL-6. Finally, we demonstrate the attenuation of
circulating levels of cytokines trough a liver-restricted action of PPARa. Our data suggest that PPARa
may control circulating risk factors of atherosclerosis through a distal mechanism operating in liver.

The suppression of the IL-1 response in liver is in line with our previous observations
demonstrating that PPARa controls the APR stimulated by IL-6 (18) and underscores the broad
inhibition of APR gene expression by PPARa activation. Acute phase response is initiated by the
release of soluble mediators mainly cytokines secreted by monocytes, among which TNF/IL-1 family
of cytokines that belong to the primary wave of pro-inflammatory cytokines and are able to stimulate a
second wave of cytokines such as IL-6. TNF and IL-1 are main directors of the inflammatory process
and induce a large panel of cytokines and other mediators acting in signaling cascade on target cells as
well as within autocrine loop (1, 37),(38). Taking into account that IL-1 up-regulates IL-6 expression,
action of PPARa on this link constitutes a complimentary mechanism aimed at controlling pro-
inflammatory cytokine signaling. This hypothesis was demonstrated in cells involved in the pathology
of atherosclerosis. For instance, ligand activation of PPARa prevents IL-1-induced expression of IL-6
in smooth muscle cells (20). Here, we found that in addition to the inhibition of IL-1 stimulated APR,
PPARa prevents the IL-1-mediated induction of hepatic 1L-6 expression in vivo. Our findings indicate
a potential role of PPARa agonists in the regulation of inflammatory cytokine signaling in liver. The
inhibition of the IL-1-stimulated expression of multiple acute phase response genes by PPARa
agonists in association with the reported interference between PPARa and AP-1 and NF-«B signaling
strongly argue in favor of an important role of PPAR« in the control of inflammation at the hepatic

and the vascular wall level. Therefore, PPARa modulates hepatic inflammatory risk markers of
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cardiovascular diseases directly via repression of APR protein expression and reduction of secondary
wave of pro-inflammatory cytokines.

The well-characterized model of infection mimicked by endotoxin treatment such as LPS
allowed us to investigate the action of PPARa on broader spectrum of pro-inflammatory cytokines
secreted by liver. In the present study, we found, in the broader context of inflammation stimulated by
LPS, that PPARa is capable for blocking APR genes expression as well as pro-inflammatory cytokine
expression in liver. Of note, LPS is known to down-regulate the expression of several nuclear
receptors in liver among which PPARa and some of its well characterized target genes such as those
of lipid metabolizing enzyme (39),(40). This may explain how APR induced by LPS is associated with
metabolic disturbance. Although LPS could attenuate PPARa activity, remaining expression levels of
PPARa in mice (expression decreased to 50% of basal levels) is still sufficient to attenuate deleterious
effect of LPS.

Several mechanisms could be evoked to explain the broad control of acute phase response by
PPARa. Many studies have reported the involvement of PPARa at different steps of the IL-1
signaling pathway to explain mechanism of inhibition. Indeed, it has been previously reported that
soluble Interleukin-1 receptor antagonist (an inhibitor of cytokine signaling) is a direct target gene of
PPARw. By inhibiting binding of IL-1 to its receptor via increased expression of its natural antagonist,
PPARa might prevent or counteract the activation of the IL-1-signaling cascade (41). Furthermore,
previous works from our group identified that PPARa inhibits inflammatory gene expression, such as
those of IL-6, at the transcriptional level upon physical interaction with c-Jun and p65 (15). Pro-
inflammatory cytokines (TNF, IL-1) and endotoxin LPS all induce the NF-«kB-activating signaling.
Whereas all these inducer signals act through different receptors, they all converge toward the
activation of NF-xB. We can therefore speculate that the interaction between PPARa and NF-xB
might partially explain the inhibitory action of PPARa on LPS-induced APR. In a previous work, we
studied PPARa modulation of IL-6-mediated APR (18). IL-6 actions are mediated by a specific cell
surface IL-6 receptor (IL-6R), glycoprotein gp80 and a signal-transducing molecule, glycoprotein
gp130. We found that a three days PPARa activation results in the down-regulation of the IL-6
receptor components gp80 and gp130 in liver explaining the attenuation of the IL-6 response. In the
present study, the shorter period of treatment revealed that complementary mechanisms might exist
such as sequestration of cofactors (16) for IL-6-induced APR attenuation.

The definition of atherosclerosis as an inflammatory disease came from the intensive
investigations showing the role of inflammation in atherogenesis at different steps of the lesion
apparition and progression (1). TNF, IL-1 and IL-6, considered as early cytokines have pleiotropic
activity and act both locally and distally (6). Interestingly, the hydroporation method allowed here to
analyze the specific liver-restricted action of PPARa. Importantly we here demonstrated that PPARc,

once activated by its ligand, might prevent the exacerbation and propagation of inflammation by
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decreasing the concentration of the pro-inflammatory mediators TNF, IL-1 and IL-6 from liver to
blood. An important finding of our study is the observed impact of the lowering of plasma
concentrations of the latter cytokines at the vascular wall level. Atherosclerosis is a chronic
inflammatory disease in which early atherogenic events include increased expression of vascular
adhesion molecules and chemoattractants followed by increased adhesion of monocytes and
lymphocytes (42). In our model of liver-specific PPARa expressing mice treated with LPS, the
lowered circulating levels of pro-inflammatory cytokines were correlated with a decreased
inflammatory signalling at the vascular wall level. Indeed, ICAM-1 and VCAM-1 expression in aorta
was significantly lower in liver-specific PPARa expressing mice. Increased ICAM-1 and VCAM-1
expression has been suggested to be associated with or predict atherosclerotic lesions (43, 44).
Reduced expression of these adhesion molecules have been shown to protect against atherosclerosis in
mice (45, 46). Therefore, our data indicate that PPARa attenuates systemic and vascular
inflammatory response via a liver-specific control of pro-inflammatory cytokine gene expression. This
identifies a main role of PPARa in liver in limiting the propagation of inflammation to the whole
body. The acute phase can be prolonged and converted to chronic phase of inflammation. Although
inflammatory processes are important for the initiation of defense mechanisms, they can become
deleterious under situations of chronic activation. Thus, PPARa activators appear an interesting
therapeutic option for the attenuation of inflammatory processes associated to atherosclerosis beyond
their effects on lipid levels. Our data suggest that activation of hepatic PPARa could be sufficient to
attenuate the circulation of inflammatory factors allowing protection or at least attenuation of
cardiovascular diseases such as atherosclerosis.

In conclusion, this study demonstrates the implication of hepatic PPARa in the control of
inflammation and infection. Indeed, our results demonstrate that PPARa controls primary and
secondary wave of pro-inflammatory production at the hepatic level (Figure 8). Moreover, PPARa
control the acute phase response by blocking the synthesis of acute phase reactants. Together, these
regulations demonstrate that PPARa controls the exacerbation of inflammation at the hepatic level.
Interestingly, the hepatic control of inflammation by PPAR«-activation leads to decrease circulating
cytokine concentrations. Thus, PPARa might prevent the propagation of inflammation, which
suggests a beneficial impact of liver-restricted PPARa activation at a distal level as for example the
vascular wall. It could be of interest to engineer liver-specific pharmacological agonists. Further
investigations are required to identify the physiological benefits of the distal response of PPARa
activation. Taking into account its properties at the vascular wall level, PPARa can be considered as a
factor playing a determinant role in the control of inflammation at the molecular level and as an

attractive target to attenuate deleterious effect of inflammation on cardiovascular diseases.
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Figure legends:
Figure 1. Fenofibrate attenuates APR gene expression induced by IL-1.
Mice were treated with 0.2% (w/w) fenofibrate (FF) or not (Cont) for two weeks and subsequently
stimulated or not for 3 hours with IL-1 as indicated (4 mice per group). Total RNA extracted from
liver was analyzed by quantitative RT-PCR to measure (A) SAA; Serum Amyloid A and (B) HG;
Haptoglobin mMRNA expression levels. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

Figure 2. Effect of fenofibrate treatment on IL-1-induced transcription of acute phase response genes.
Mice were treated with 0.2% (w/w) fenofibrate (FF) or not (Cont) for two weeks and stimulated or not
for 3 hours with IL-1 as indicated. Nuclear run-on assays were performed on nuclei isolated from
liver. The autoradiogram shows glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as a control,
membrane background (Blank), ACO; Acyl CoA Oxidase, SAA; Serum Amyloid A and HG;

Haptoglobin mRNA expression levels.

Figure 3. Fenofibrate attenuates APR gene expression induced by IL-1 through a direct effect within
the hepatocyte.

Primary hepatocytes were isolated from mice liver and were in vitro treated with fenofibrate (100uM)
(FF) or vehicle (0.1% Me,SO) (Cont) for 24 hours and stimulated with IL-1 (10 ng/ml) for a further 6
hours period. Total RNA were extracted and subjected to quantitative RT-PCR analysis to measure
(A) SAA; Serum Amyloid A and (B) HG; Haptoglobin mRNA expression levels. *P<0.05, **P<0.01
and ***P<0.001.

Figure 4. Fenofibrate prevents IL-1-mediated hepatic IL-6 expression in vitro and in vivo.

(A) Mice were treated with 0.2% (w/w) fenofibrate (FF) or not (Cont) for two weeks and stimulated or
not for 3 hours with IL-1 as indicated (4 mice per group). Total RNA extracted from liver was
analyzed by quantitative RT-PCR to measure IL-6 mMRNA expression levels. (B) Primary hepatocytes
were isolated from liver and were subsequently treated in vitro with fenofibrate (100uM) or vehicle
(0.1% Me,SO) for 24 hours and stimulated with 1L-1 (10 ng/ml) for a further 6 hours period. Total
RNA were extracted and subjected to quantitative RT-PCR analysis to measure IL-6 mRNA
expression levels. (C) HepG2 cells were transiently transfected with the control empty vector (e.v.) or
PPARGa. expressing vector and the IL-6-promoter driven reporter gene (p1168hu.IL6P-luc+ containing
AP-1 and NF-«B response elements) and treated or not by human IL-1 (10 ng/mL) for 4 hours or
vehicle (water). 24 hours after transfection, cells were harvested and luciferase and p-Galactosidase
activities were measured. Results are presented as relative light units / B-Galactosidase activities.

Results are expressed as means + SDs. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001
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Figure 5. Liver-restricted activation of PPARa mediates fenofibrate attenuation of IL-1, IL-6, and
LPS stimulation of the acute phase response.

PPARa expression was restored in PPARa deficient mice by rapid tail vein injection (hydroporation)
as described in Materials and Methods. Mice received empty vector (e.v.) or PPARa expression vector
(PPAR). Mice were treated with 200 mpk fenofibrate (FF) and were subsequently stimulated for 3
hours with IL-1 (0.5 pg/mouse) (A) and (B), or IL-6 (0.5 pg/mouse) (C) and (D) or LPS (50ug/mouse)
(E) and (F) as indicated. Total RNA was extracted from liver. SAA; Serum Amyloid A, IL6 and
Fibrinogen mMRNA expression levels were measured by guantitative RT-PCR. *P<0.05, **P<0.01 and
***P<0.001.

Figure 6. Liver-restricted PPARa activation lowers pro-inflammatory cytokines plasma levels.
PPARGa. expression was restored in PPARa deficient mice by rapid tail vein injection as described in
Materials and Methods. Control mice received empty vector (e.v.) or PPARa expression vector
(PPARa). Mice were treated with 200 mpk fenofibrate (FF) and subsequently stimulated for 3 hours
with LPS (50pg/mouse). Plasma levels of (A) TNF, (B) IL-1 and (C) IL-6 were determined by ELISA.
Real time PCR analysis of liver (D), (E) and (F) or aorta (G) and (H) gene expression for indicated
genes. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001

Figure 7. Scheme illustrating the different level of control of the acute phase response by PPARGc.
Activation of PPARa controls the elevation of circulating TNF/IL-1 or IL-6 cytokines stimulated by
endotoxin. PPARa. may modulate both TNF/IL-1 and IL-6 signaling through a direct action on the
pathway or via the down-regulation of IL-1-mediated stimulation of IL-6 expression. The overall
action of PPARa on the acute phase response triggered by infection or inflammation leads to the
limitation of atherosclerosis risk factor of hepatic origin.

Triangle, PPARw ligands ; grey square, TNF/IL-1 ; white square, IL-6.
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IV-2- Seconde étude :

IV-2-1- Contexte

Les dyslipidémies et I'inflammation sont deux facteurs de risque majeurs de
maladies cardio-vasculaires. Or, de nombreux travaux ont permis de démontrer un
nouveau rbéle des PPAR dans le contrble et la modération des processus
inflammatoires, qui, en situation chronique, favorisent le développement de
I'athérosclérose. Par conséquent, les PPAR sont devenus des cibles thérapeutiques
de grand intérét par leur action générale dans la limitation des facteurs. PPARa peut
se fixer a 'ADN et, par ce mécanisme, activer I'expression des génes liés au
métabolisme des lipides et des lipoprotéines (effet normolipémiant par cisactivation).
Les meécanismes de répression des génes par PPARa s’opérent de fagon
indépendante de la fixation a 'ADN et concernent essentiellement les génes de
I'inflammation (effet anti-inflammatoire par transrépression).

Ainsi, le traitement par des activateurs pharmacologiques de PPARq, les
fibrates, sont la conséquence de la somme des effets normolipémiants et des effets
anti-inflammatoires. Néanmoins, la contribution relative de I'effet normolipémiant de
PPARo. dune part, et de son activitt¢ anti-inflammatoire d’autre part,
indépendamment I'un de l'autre, dans le traitement de I'athérosclérose, sont difficiles

a évaluer.

IV-2-2- Objectifs

Mettre au point un systeme dans lequel PPARa présente des fonctions
dissociées, c’est-a-dire conservent une fonction anti-inflammatoire mais est dénué de
fonction normolipémiante hors du contexte inflammatoire et permettent ainsi I'étude

de ses deux fonctions indépendamment I'une de l'autre.

IV-2-3- Stratégie

Par une approche de génie génétique, des mutations de PPARqa ont été
introduites de fagon a obtenir une série de mutants de PPARa dont certains sont
incapables d’activer la transcription des génes mais conservent leur capacité a

réprimer 'expression des génes.
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IV-2-4- Conclusion
Nous avons obtenu une protéine PPARa présentant des fonctions dissociées.
Celui-ci nous a permis d’étudier le role de PPARa dans le contrdle de I'inflammation

indépendemment de sa fixation a ’ADN et donc de son action directe sur les génes

impliqués dans le catabolisme des lipides.
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Abstract

The nuclear receptor PPARq. is a pharmacological target improving cardiovascular
risk factors such as dyslipidemia and inflammation. PPARa normolipemic actions involve
activation of lipid metabolism-related genes via a DNA binding-dependent mechanism termed
“transactivation”. Furthermore, PPARq. represses inflammatory genes via a protein/protein
interactions mechanism termed "transrepression™. The goal of this study was to determine
whether PPARa may control inflammation signalling in a DNA binding-independent manner.
Our strategy was based on the introduction of mutation in the DNA binding domain of
PPARa in order to abolish transactivation. Ligand activation of PPARo mutant (PPARoLis)
was investigated in vitro and in vivo under basal and inflammatory conditions. Gel retardation
assays confirmed that PPARo. mutant does not bind DNA. Transfection experiments
demonstrated that PPARoy;s lacks transactivation fuunction but still attenuates cytokine-
stimulated transcription of inflammatory genes in vitro. Furthermore, expression of PPARoLis
in PPARa-deficient mice treated with PPARq agonists renders mice less responsive to the
acute phase response mediated by inflammatory cytokines IL-1 or IL-6. In addition, we
demonstrated that PPARa restricted to transrepressor behavior exerts a general control of the
acute phase response by using an inflammation/infection model. In such a context, liver-
specific PPARais expressing mice displayed lower plasma levels of TNF, IL-1 and IL-6
cytokines and a distal lowering of adhesion molecule expression in aorta. Altogether, we
demonstrated in vivo that PPARa controls hepatic inflammation response, circulating levels
of proinflammatory cytokines and subsequent vascular response in a DNA binding-

independent manner.
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Introduction

The Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha (PPARa) belongs to the super-
family of nuclear receptors that function as ligand-dependent transcription factors (1). As
most of a nuclear receptors, PPARa contains three typical functional domains: a N-terminal
domain, a central DNA-binding domain (DBD) and a C-terminal ligand-binding domain.
Ligand activation of PPARa leads to both activation and repression of target genes. Gene
transcription activation by PPARa, also termed "transactivation", requires an interaction of
PPARa and of its obligate heterodimeric partner RXR (Retinoid X Receptor) (2,3), with
specific DNA sequences, so called peroxisome proliferator response elements (PPRES). Such
elements are located in regulatory regions of target genes. This mechanism allows to the
regulation of genes related to energy metabolism pathways and explain, for instance, the role
of PPARa in lipid homeostasis (4,5). Moreover, a second mode of action has been identified,
where PPARoc modulates the activity of other transcription factors resulting in gene
transcription repression commonly termed “transrepression”. The molecular mechanism of
transrepression is mainly based on physical interaction between PPARa. protein itself and
other transcription factors such as NFkB, AP-1, STATs and C/EBP, which are activated by
pro-inflammatory stimuli (6,7). This mechanism is thought to be physiologically determinant
to the control of inflammatory responses by PPARa (6-12). Natural modulation of PPARa
activity is engaged by natural fatty acids and derivatives. Moreover, the hypolipidemic class
of fibrates drugs, that are widely used in clinical practice for the treatment of dyslipidemia,
are synthetic PPARa ligands (3,5,13-18). Fibrates efficiently normalize hypertriglyceridemia
and hypercholesterolemia, both of which are established risk factors for cardiovascular
diseases such as atherosclerosis. Atherosclerosis is a multifactorial and a multi-step disease
that has been found associated with chronic inflammation. Indeed, the vascular lesions of
atherosclerosis are not only the result of lipids accumulation but also of an endothelial
dysfunction and of a vascular inflammation (19). Interestingly, it is now extensively reported
that PPARo behaves as a crucial regulator of metabolic and inflammatory components of

cardiovascular diseases.

Produced as part of systemic inflammatory reactions, pro-inflammatory cytokines such
as interleukin 6 (IL-6) and interleukin 1 (IL-1) induce the acute phase response (APR) which
corresponds to the induction of acute phase proteins in liver, such as fibrinogen, serum
amyloid A (SAA), a2-macroglobuline and C-reactive protein (20-22). The APR typically

induces changes in the concentration of specific plasma proteins, which help to protect the host

71



from further injury, and facilitates the repair process. However, inflammation is the hallmark
of many diseases including atherosclerosis but also rheumatoid arthritis, systemic lupus
erythematosis and other inflammatory rheumatic diseases. PPARc, highly expressed in the
liver, is known to be a modulator of the APR (8,23) (7,10,12) and represents a potentiel
pharmacological target for inflammation-associated diseases (24).

It is not known whether PPARq. activation may counteract inflammatory cytokine
signaling pathways in a DNA-binding independent manner. Mutation-based strategy was
design in order to abolish transactivation without altering transrepression. Among several
mutation tested, we found a PPARa mutant (PPARorisoq) that remains repressor of APR
genes in response to IL-1, IL-6 and to lipopolysaccharide endotoxin (LPS) but that is unable
to activate lipid metabolism related genes. Our results allowed us to demonstrate that despite
an impaired capacity to activate transcription, PPARc genes transrepression function remains
intact in vitro. Since exhibiting dissociated function, this protein was therefore termed
PPARais. Importantly we found in vivo that mice expressing PPARois remains highly
efficient in controlling the acute phase response mediated by pro-inflammatory cytokines and
endotoxin LPS used to mimic infection in mice. Finally, we found that liver-specific
PPARa;is expression was necessary and sufficient to prevent endotoxin-stimulated elevation

of pro-inflammatory cytokines plasma concentrations.
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Results

PPARagis has lost the ability to activate gene transcription

In order to study transrepression function of PPARo independently of transactivation
properties, we have created several PPARo. mutants harboring one amino-acid substitution
within the second zinc finger of the DBD (amino-acid 101 to amino-acid 166) of PPARa
(Fig. 1A) expecting the abolishement of DNA binding capacities. Aspartate residue at
position 140 was replaced by a cysteine and arginine at position 150 was changed to a
glutamine residue, giving rise to mutants PPARapiaoc and PPARar1s0g respectively. Protein
expression was checked by western blot performed from human hepatoma HepG2 cells
transfected with PPARa wild type (PPARawt) Or mutant expression vector constructs.
Relative expression levels of mutant and wild type receptors was similar (Fig. 1B) showing
that mutations in the DBD of PPARa did not affect its ability to be expressed and translated
into a full-length protein in vitro.

We investigated DNA binding capacities of PPARap1s0c and PPARoris0q (Fig. 1C). The
DR1 consensus sequence, and three natural PPREs from ACO, CPT-1 and HMG-CoA
synthase promoters (25,26) were co-incubated with in vitro synthesized RXRa and PPARouwwt
or mutant PPARarisog Or PPARap140c receptors (PPARor1s0g 1S termed PPARagis from this
section). For each PPRE tested, PPARawt/RXRa. and PPARap140c/RXRa. heterodimers were
able to bind DNA whereas no signal could be detected for PPARogis /RXRao heterodimer. As
PPARap140c IS capable of binding to DNA, this mutant was not further analyzed.

Next, ligand-dependent transcriptional activities by PPARais Were investigated in transient
transfection assays using different PPRE driven promoter constructs. As expected, co-
transfection of the PPARawr expression vector resulted in the induction of heterologous
promoter constructs driven by a DR1 or by a natural PPRE (apoA2), an effect enhanced by
Wy14,643, a synthetic PPARa ligand (Fig. 2A,B). Interestingly, PPARoyis displayed
impaired basal and ligand-induced transactivation using either DR1 or apoA2 PPRE driven
heterologous promoter constructs. Similar results were obtained using reporter constructs
driven by CPT-1 or ACO promoters (Fig. 2C,D). To check whether the lack transactivation
functions of PPARais are not linked to a diminished ligand binding affinity, PPARo;s
expression vector was co-transfected in the presence of increasing amounts of Wy14,643 in
the context of DR1 driven heterologous promoter construct (Fig. 3A). Compared to
PPARawT, PPARais receptor was unresponsive to Wy14,643 at any concentrations tested.
Moreover, the loss of transactivation function of PPARags was independent of the ligand
tested (Fig. 3B). Indeed, both fenofibric acid and the GW9578 compound failed to induce
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PPARais mediated transactivation. To provide further evidence for the lack of transcriptional
activitation, the effect of PPARois on the activation of transcription of endogenous target
genes was analyzed in HepG2 cells (Fig. 3C,D). Over-expression of PPARawt resulted in an
increased expression of PPARq. target genes such as those of CPT-1 and PDK4 in the
presence of ligands. By contrast, over-expressed PPARais was ineffective in mediating the
activation of endogenous target genes by PPARa ligands. Altogether these results
demonstrate that mutation of the DBD by substituting arginine at position 150 by glutamine

abolishes the DNA binding-dependent transactivation function of PPARG.

PPARaygis physically interacts with both p65 and c-Jun in vitro

Once demonstrated that the transactivation by PPARogis was abolished, we went on to look at
its transrepression function. PPARa is well established as a negative regulator of the
inflammatory response (23). Transrepression refers to the ability of PPARo to decrease
expression of target genes in the absence of an obvious PPRE (27). For instance, it has been
previously described that PPARa antagonizes NFxB (p65 containing transcription factor
complexes) and AP-1 (c-Jun containing transcription factor complexes) pathways through a
direct binding to p65 and c-Jun giving rise to inactive complexes leading to an attenuation of
inflammatory signaling pathways (6). To determine whether the PPARois remains able to
interfere with NFxB- and AP-1-dependent pathways, we evaluated its binding properties with
p65 and c-Jun using GST-pull-down assays. As shown in figure 4A, PPARayis remained
capable of physical interaction with both transcription factors thus indicating that
modification of DBD domain integrity by a point mutation at position 150 in the second zinc
finger did not abrogate a major mechanism of transrepression mediated by PPARa. These
results demonstrated in vitro that PPARo mechanism mediating repression of inflammatory
genes might be separated from its ability to transactivate expression of genes involved in

metabolism.

PPARagis represses both IL-1 and IL-6 induced gene transcription and

expression in vitro.

IL-1 and IL-6 are major stimulators of the APR in the liver through a direct action on
hepatocytes, an effect attenuated by PPARa (5,23). We investigated functional analysis of
PPARay;s in the control of inflammatory signaling in vitro by transient transfection assays.

First, a NFkB driven reporter vector was used, either in the absence or the presence of p65-

74



NF«xB subunit in combination with PPARawT or PPARa;is (Fig. 4B). The basal activation of
NF«B response element was significantly decreased by both PPARaowt and PPARagis mutant
receptors. As observed in the case of PPARawT, co-transfection of PPARais was also able to
repress p65-NFxB subunit-mediated induction of NF«B response element reporter gene (Fig.
4B). NFxB and AP-1 response elements present in IL-6 promoter stimulate IL-6 gene
transcription in response to inflammatory stimuli such as IL-1 (28,29). This regulation is
counteracted following PPARa activation (6) in vascular wall cells. This transrepressing
action of PPARa;s was investigated in the context of the IL-6 promoter in hepatocytes. IL-1-
induced transcription of IL-6 promoter-driven reporter gene was prevented by both PPARowt
and PPARaygis (Fig. 4C). To determine a broader transrepressive action of PPARayis On
inflammatory cytokines signaling, we studied its impact on IL-6-mediated transcription of
human fibrinogen-/£, an acute phase protein highly synthesized after IL-6 stimulation (Fig.
4D). We found that stimulation of fibrinogen promoter reporter construct by IL-6 was
prevented by PPARowwt as well as by PPARaois. These results show that PPARo;s interferes
with IL-1 and IL-6 pathways at the transcriptional level. Next, we analyzed whether PPARoL;s
inhibits the induction of endogenous inflammatory gene expression in response to either IL-6
or IL-1 stimulation. Treatment of hepatocytes with IL-1 activates SAA and IL-6 gene
expression (Fig. 5A,B). Whereas co-incubation with PPARa activators did not prevent the
stimulation of SAA by IL-1, IL-1 activation of IL-6 expression was abolished. However, over-
expression of either PPARawwT or PPARois restored attenuation of IL-1-mediated stimulation
of SAA gene expression by PPARq activators and enhanced inhibition of IL-6 gene
expression. The transrepression properties of PPARois were also evaluated under IL-6
stimulatory conditions (Fig. 5C,D). IL-6 treatment resulted in induction of SAA gene
expression and fibrinogen-4 gene expression. This induction was inhibited in cells over-
expressing either PPARawt or PPARais, an effect enhanced by PPARo agonists. Taken
together, these data indicate that DBD mutation at position 150 does not alter the
transrepression activity of PPARo on endogenous inflammation-related genes in vitro.
Importantly, PPARa. mediates attenuation of inflammatory signaling pathways by a

transrepression mechanism that is dissociated from gene regulation by transactivation.

PPARaygis controls the acute phase response in vivo
Next, we sought to determine whether transactivation and transrepression properties of
PPARa may be dissociated in vivo. We previously reported that PPARa controls APR in vivo

(30-36). The potency of PPARais to behave as an active transrepressor in the living animal
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was explored by evaluating its effect on the expression of APR genes stimulated by IL-1, IL-6
or LPS. PPARawt or PPARa;s Were expressed in mice using hydroporation methodology
allowing expression of the receptors in the liver (30-36). To prevent an action from
endogenous PPARa, these experiments were performed using PPARa-deficient genetic
background. The animals were orally treated by fenofibrate and acute phase genes expression
was induced after intra-peritoneal injection of either IL-1, IL-6 or LPS. Activation of
PPARawrt by fenofibrate still activated the expression ACO, a typical PPARa target gene in
mice, whereas PPARayis was ineffective (data not shown). We thus examined hepatic gene
expression of IL-6 (as an IL-1 target gene), fibrinogen-o and SAA genes as representative
genes of the IL-1 mediated APR (Fig. 6). The induction of SAA and IL-6 genes expression by
IL-1 was not prevented by fenofibrate treatment as expected in PPARa deficient mice
hydroporated with the empty vector (Fig. 6A,B). Expression of PPARays restored the
inhibitory effect of the PPARo agonist fenofibrate on the IL-1-stimulated APR to the same
extent as done by expressed PPARaywr. Similar results were observed when mice were treated
with IL-6 (Fig. 6C,D). Indeed, treatment of PPARc-deficient mice by IL-6 resulted in a
strong induction of SAA and fibrinogen-« gene expression that was not affected by fenofibrate
treatment. This stimulation was drastically attenuated by PPARa ligand in PPARowt
expressing mice as well as in PPARagis expressing mice. In vivo stimulation of the APR by
IL-1 or IL-6 constitutes an individual inflammatory response. Besides, bacterial endotoxin
LPS is a potent initiator of inflammation and APR (37). Thus, we further investigated the
global suppressive action of PPARayis in the broader context of LPS-induced APR gene
expression (Fig. 6E,F). LPS treatment of PPARa-deficient mice led to the stimulation of both
SAA and fibrinogen-o gene expression. As observed for IL-1 and IL-6-induced APR, the
LPS-induced SAA and fibrinogen-o gene expression was significantly prevented in
fenofibrate-treated PPARowt expressing mice. Interestingly, fenofibrate treatment of
PPARois expressing mice inhibited LPS-induced SAA and fibrinogen-« gene expression.
These results demonstrate that activated PPARais IS capable, in vivo, for blocking both pro-
inflammatory cytokine- and endotoxin-mediated induction of APR genes in liver whereas it is

unable to transactivate lipid catabolism-related target gene.

PPARaygis displays intact anti-inflammatory properties

As we demonstrated above, PPARa;is prevents LPS-induced APR gene expression in liver.
LPS also triggers signal transduction pathways to release various cellular mediators, including
the pro-inflammatory cytokines TNF, IL-1 and IL-6 (38,39). Therefore, we tested whether
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PPARagis could influence TNF, IL-1 and IL-6 hepatic expression under LPS stimulation. LPS
treatment of PPARa.-deficient mice resulted in a strong raise of hepatic mRNA levels of TNF,
IL-1 and IL-6 (Fig. 7A,B,C). As expected, fenofibrate treatment did not prevent this effect in
PPARa-deficient mice, but was efficient in PPARawr expressing mice. Importantly,
fenofibrate prevented the LPS-induced elevation of TNF, IL-1 and IL-6 hepatic mRNA levels
in PPARawt both and PPARais expressing mice. Interestingly, the negative effects of both
PPARawTt and PPARay;s on liver mRNA levels under LPS stimulation were correlated with
the decrease of plasma concentrations of pro-inflammatory cytokines TNF, IL-1 and IL-6
(Fig. 7D,E,F). Taken together, these results strongly demonstrate that the PPARa;s exhibits
dissociated transactivation and transrepression properties in vitro and in vivo and that PPARc.

control of inflammation is engaged independently of the activation of PPARq. target genes.

Hepatic transrepression function of PPAR«a modulates vascular wall response

to inflammatory cytokines

To assess a distal repercussion of liver-specific PPARa transrepression function, we analyzed
the expression genes encoding vascular adhesion molecules in aorta (40). Expression of pro-
inflammatory genes vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) and intercellular cell adhesion
molecule (ICAM-1) were measured in aortas of hydroporated mice stimulated by LPS (Fig. 8).
The expression of both VCAM-1 and ICAM-1 was markedly induced by LPS injection in
PPARo-deficient mice genetic background. Interestingly, this effect was significantly reduced
in aorta of liver-specific PPARawT and PPARais expressing mice. These data demonstrate
that PPARa is able to attenuate systemic and aortic inflammatory response by a

transrepression mechanism occurring in the liver.

Discussion

PPARa is now established as a major factor attenuating several cardiovascular risk
factors. Beneficial effects of PPARa activation are attributed to a combination between its
crucial function in lipid homeostasis and in the control of inflammation. However, findings
emerged from clinical studies do not bring an evaluation of the relative contribution of
metabolic normalizing activities from control of inflammation following pharmacological
activation of PPARa. In addition, the impact of PPARa-mediated attenuation of
inflammation alone has been hardly investigated in vitro and in vivo using available

laboratory models. The aim of this study was to explore the hypothesis of a plausible
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dissociation between activation and repression of PPARc. target genes and subsequent
biological changes. Based on mutation strategy we provide here the first proof that
transactivation and transrepression properties of PPARa can be dissociated (41). Moreover,
we found that PPARo controls hepatic inflammation response and circulating levels of
proinflammatory cytokines in a DNA binding-independent manner.

Studies on structure function relationship among other nuclear receptors support the
idea that the DNA binding of PPARa is not required for its transrepressing activity. An
example is the observation that point mutation in the DBD of the glucocortocoid receptor
(GR) led to the dissociation of its activities. Indeed, with the GR™™"™ mice (a GR DNA-
binding defective mutant), it has been demonstrated that inflammatory responses in the living
animal are repressed efficiently in the absence of the binding of GR on DNA (42). Since
activation of PPARo target genes need an intact DBD , mutations were designed in order to
impair DNA binding of PPARa to PPRE expecting an abolishment of transactivation
mechanism as well. Among several mutations tested, some of them did not affect the
transactivation function of PPARa. For instance, PPARap140c remains fully able to bind DNA
and to induce transcriptional activation of reporter genes (data not shown). However,
substitution of the arginine 150 by glutamine giving rise to PPARaRrisoq (PPAR0Lis) Was
found to abolish the binding of PPARa protein to PPREs. Accordingly, the mutated receptor
exhibited a complete loss in transcriptional activation in vitro that was found independent of
the diversity or the concentrations of ligands tested. We demonstrated in vitro that a point
mutation in the second zinc finger of PPARa is sufficient to impair transactivation activity
abolishing up-regulation of metabolism-related gene.

PPARSs interact with several transcription factors involved in inflammatory signaling
(5,23). By contrast to DNA binding function, these interactions are not harbored by a well-
defined domain in PPARa. protein. Transcription of target genes induced by pro-inflammatory
cytokines is mediated by a number of transcription factors among which p65 and c-Jun that
are components of NFkB and AP-1 complexes respectively (43). Here, we observed that
PPARais physically and functionally interacts with both p65 and c-Jun in a similar manner
compared to PPARa wild-type. In addition, expression of PPARa.is in human hepatoma cells
revealed its ability to interfere with both IL-1 and IL-6 signalling through a direct effect on
the hepatocyte. Indeed, whereas being unable to transactivate target genes, PPARogis behaves
as a repressor of both IL-1 and IL-6-stimulated transcription of endogenous SAA, fibrinogen

and IL-6 genes. These data demonstrate that although PPARa is unable to transactivate the
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expression of target genes involved metabolism, it remains a potent repressor of inflammation
signaling pathways in vitro.

In previous studies, we demonstrated that PPARco is a major modulator of the APR
in vivo. Among liver specific genes whose expression is stimulated during the APR are
fibrinogen, SAA and IL-6 itself. IL-1 and IL-6 are major cytokines that control acute phase
protein biosynthesis in response to trauma or inflammation. The control of the APR by
PPARa activation was used as a model to investigate whether PPARo may exhibit
dissociated transactivation/transrepression functions in vivo. We found here that liver-
specific restoration of PPARa in PPARa-deficient genetic background was sufficient to
attenuate cytokine-mediated stimulation of the APR. Experiments performed with
PPARois demonstrate that the control of APR signaling by PPARq. is selectively due to
transrepression mechanism. These effects were not specific of IL-1 cytokine but also
applied to IL-6 signaling pathway. In addition, we found in the broader context of
inflammation stimulated by LPS that PPARayg;s exhibited similar effects. Therefore, our
work is the first validation of the concept proposing that transactivation and transrepression
mechanisms mediated by PPARa are dissociated properties. Of note, although PPREs
could be found in the promoter of inflammatory responsive genes such IkB (44), it appears
from our data that transrepression mechanism is responsible for the overall control of the

APR by PPARa.

Since acute an chronic phase of inflammation are orchestrated by common
mechanisms and actors of cytokine signaling networks, it is a rationale to expect that
mechanisms of action of PPARa identified in our study will be relevant for the modulation
of chronic inflammation. Chronic inflammation potentiates and strongly increases the risk
of developing atherosclerosis. In addition, such a state is reported as the hallmark of many
other diseases including rheumatoid arthritis, atopy, multiple sclerosis, systemic lupus
erythematosis, inflammatory bowel disease etc. Deleterious effects are linked in part, to the
persistent elevation of circulating pro-inflammatory cytokines. Our results obtained from
experiments based on LPS stimulation revealed also important new aspects regarding of
transrepression functions of PPARa occuring into the liver and its systemic propagation.
Indeed, whereas PPARa-deficient mice background responded by a strong elevation of
circulating levels of TNF, IL-1 and IL-6 cytokines upon LPS stimulation, this effect was
drastically prevented after restoration of hepatic expression of PPARaygis. These findings
demonstrate that PPARo. may decrease circulating inflammatory mediators through a

transrepression mechanism operating in liver. Hepatic activation of PPARa will have
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distal repercussion on cytokine networks in other tissues involved in a diversity of
pathology such as vascular wall cells or cells of the immune system. A first proof was
provided by our recent findings (36). Indeed, we found that in conditions of
infection/inflammation mimicked by LPS, the circulating pool of TNF/IL-1/IL-6 cytokines
IS mainly of hepatic origin. Second, selective hepatic activation of PPARa decreases
cytokine pool, an effect associated with the attenuation of inflammatory gene response at
the vascular wall level. Here, we demonstrate that PPARo transrepression mechanism
occurring in the liver is responsible for the modulation of VCAM-1 and ICAM-1 gene
expression in aorta. These genes are among those reported as proatherogenic when
stimulated in vascular cells during inflammation (45,46). We therefore identified a crucial
impact of liver-restricted transrepression function of PPARa in limiting propagation of

inflammation to the whole body.

On the basis of current knowledge, it is now postulated that PPARs may be targeted by
various ligands that may display at least partial distinguishable biological properties. The
concept of SPPARMs (selective PPARs modulators) has been proposed (16). A SPPARM
will induce a selective regulation of target genes depending on the nature of the receptor-
ligand complex and the cellular and tissue context. This regulation, thought to be mainly
based on the differential recruitment of transcription cofactors leads to specific
distinguishable biological effects. Based on a biological approach, our findings demonstrating
the possibility to dissociate PPARo modes of action (e.g. activation and repression).
Therefore, enhancing one of these mode of action may constitute an innovative basis to design
specific PPARq. agonists. Indeed, it is conceivable that PPARq ligands may specifically
attenuate inflammatory signaling and related disorders independently from its direct
metabolic action. For instance, the development of PPARa agonists aimed at exerting
selective modulation of inflammation in the context of atherogenic risks factors becomes a
rational perspective. In addition, activation of PPARa might correct dyslipidemia triggered by
inflammatory mediators. Because inflammation and dyslipidemia are tightly associated to
metabolic and cardiovascular diseases, the identification of PPARa a common molecular

target with dissociable mechanism of action is very attractive for the new drug discovery.
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Experimental procedures

Plasmids constructions

The cDNA encompassing the mouse PPARo wild type (PPARawt) Was inserted into the
pBK-CMV expression vector. Point mutations in the PPARo were constructed by site
directed mutagenesis using Quick-Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene,
Amsterdam, The Netherlands). The aspartic residue at position 140 has been mutated to
cysteine (PPARap140c) OF the arginine at position 150 changed to glutamine (PPARor1s00,
PPARay;is). The mutated cDNA have been completely sequenced. PPREs-driven reporter
genes are composed of the DR1 consensus motif AGGTCA A AGGTCA or six copies of the
native PPRE located in the regulatory region of the human ApoA2 gene (47). Promoter-driven
reporter genes are composed of a 230-base pair genomic fragment of rat acyl-CoA oxidase
(ACO) promoter or a 600-base pair genomic fragment of the human carnitine palmitoyl-
transferase | (CPT-1) promoter cloned into pGL3 reporter plasmid (Promega, Charbonniéres,
France). The Fibrinogen-f promoter-, NFkB-response element- and the IL-6 promoter-driven
reporter constructs were previously described (6,7). Each driven reporter genes are coupled to
the firefly luciferase reporter. The pRSV-p65 was previously described (10).

Cell culture, transfection assays and Western Blot analysis

HepG2 cells were grown in MEM containing 10% foetal calf serum (FCS) (Invitrogen Life
Technologies, Cergy-Pontoise, France), 2mM glutamine, 25ug/mL gentamycine, 1mM
sodium pyruvate, and non-essential amino acids (Invitrogen) in a 5% CO; humidified
atmosphere at 37°C. For reporter assays, HepG2 cells were transiently transfected with
reporter and expression plasmids using ExGen 500 (Euromedex, Souffelweyersheim, France)
according to the manufacturer’s protocol. The total amount of DNA was equalized to 0.5 pg
by adding pBSSK™ vector. After a 5 h incubation period, cells were treated, in MEM 0.2%
FCS and Wy14,643, fenofibric acid, GW9578 or vehicle (dimethylesulfoxide, Me,SO) and
IL-1 (10 ng/mL) or IL-6 (20 ng/mL). Cells extracts were prepared using Reporter Lysis
Buffer (Promega, Charbonnieres, France), and luciferase and -Galactosidase activities were
measured as previously described (10). For endogenous gene expression assays, HepG2 cells
were transiently transfected with 1 pg of the control empty vector pPBK-CMV or PPARow Or
PPARayis expression vectors using GeneJammer reagent (Stratagene) according to the
manufacturer’s protocol. After 24 h, cells were treated with PPARa agonists and cytokines
(as indicated in figure legends) before RNA extraction. For Western blot (WB) analysis,

protein extracts from transiently transfected cells were subjected to SDS-PAGE
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electrophoresis, transferred to nitrocellulose and probed with the anti-PPARa or anti-BActin
specific anti-bodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) as the primary antibody and
detected using the ECL (enhanced chemiluminescence) (Amersham Pharmacia Biotech,

Orsay, France).

Reagents

Wy14,643 and fenofibric acid were from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) and
Laboratoires Fournier (Dijon, France) respectively were dissolved in DMSO (Me,SO) for in
vitro experiments. Fenofibrate suspended in 1% carboxymethylcellulose (CMC, low
viscosity, Sigma) in water was administered by gavage at a dose of 200 mpk. Control animals
received equivalent volumes (100 pl) of 1% CMC suspension in similar conditions. For
treatment of mice, human or murine recombinant IL-1 and IL-6 (500 ng per mouse) (Tebu Le
Perray-en-Yvelines, France) and LPS (Escherichia coli, serotype 055:B5, Sigma) (50 pg per

mouse) prepared in saline 9 g/L was administered by peritoneal injection.

Electrophoretic Mobility Shift Assays

DR1-consensus, human hydroxymethyl-glutaryl-CoA synthase (HMG-CoA synthase), human
CPT-1 and ACO PPREs were used as indicated in figure legends. Mouse PPARowr and
PPARor1s00 proteins were obtained using in vitro transcription and translation T3 TNTR-
coupled reticulocyte lysate system (Promega, Charbonniéres, France). Translation was
followed by SDS-PAGE analysis and visualized by immuno-blotting using a PPARa specific
antibody (Santa Cruz) to assess the correct size of translated proteins. In vitro translated
proteins were pre-incubated for 10 minutes at room temperature in a total volume of 20uL
containing 0.5 pg poly(dI-dC) in the following binding buffer: Hepes 10 mM pH7.8, NaCl
100mM, EDTA 0.1mM, DTT 0.5 mM, bovine serum albumin 1 mg/mL and glycerol 10 %.
The radiolabeled probes (1x10°> cpm of *P-labelled probe) were added and the binding
reaction was incubated for a further 15 min at room temperature. The proteins-DNA
complexes were resolved on 6% non-denaturating polyacrylamide gel electrophoresis in a
0.5% Tris-Borate-EDTA running buffer at room temperature, and visualized after

autoradiography.

In vitro protein-protein interaction assays (GST Pull down)
0.5 pg of recombinant GST-p65, or GST-cJun bound to glutathione-Sepharose 4B beads was

incubated with 5 pL of *°S radio-labeled in vitro synthesized proteins in a total volume of 200
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pL of incubation buffer as previously described (6). The supernatant was loaded on a SDS-

PAGE. After drying, bands were visualized by autoradiography.

RNA analysis

RNA from cells or tissues were extracted with TRIzol reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) using the
supplier’s instructions. Reverse transcription was realized on 1pug RNA using random hexameric primers and
Superscript reverse transcriptase (Invitrogen). cDNA levels were measured by real-time quantitative PCR using
Brilliant SYBR Green Q-PCR Master Mix (Stratagene) on the Mx4000 detection system (Stratagene) using the
specific primers. PCR amplification was performed in a total volume of 20 pL containing 100 nM of each
primer. The conditions were 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 30 s at 95 °C, 30 s at 55°C and 30 s at
72°C. For each primer pair, the linearity of the reaction was confirmed to have a correlation coefficient at 0.98
and a PCR efficiency of 100% over the detection area by measuring a 10-fold dilution curve with cDNA from
mouse liver extract. Samples were analyzed in duplicate and normalized to the cyclophilin values as internal
control. PCR was performed with oligonucleotides: 5’ - ACA GTC GGT GAG GCC TCT TAT GAA and 5’ -
TCT TGC TGC CTG AAT GTG AGT TGG for hCPT-1; 5°GGT TAC GGC TTG CCA ATT TCT CGT C and
5’-TTG GGA TAC ACC AGT CAT CAG CCT C for hPDK4; 5>-TTC TGC TCC CTG CTC CTG-3’ and 5’-
GTA ATT GGG GTC TTT GCC-3” for mSAA; 5°-CTG CAG AAG TGA TCA GCG and 5’-ATT GTG TAC
CCT CTC CCC for hSAA; 5-GGC TCA GAC TCT GGG AAC TTT AG -3’ and 5’-GAA CGA TGT GTG GTG
CTT GTG -3’ for mfibrinogen-c; 5° - CTG AAA GAC CTG TGG CAA AA and 5’ - TCC AGG ATT GAA
CGA AGC ACA CG for hfibrinogen-5;, 5°-AGC ACA GAA AGC ATG ATC CG -3’ and 5°-CCC GAA GTT
CAG TAG ACA GAA GAC-3’ for mTNF; 5>-CCA GTT GCC TTC TTG GGA CTG-3’ and 5’-CAG GTC TGT
TGG GAG TGG TAT CC-3’ for mIL6; 5°-TCG GTA CAT CCT CGA CGG CAT C and 5°-CAT TTG TGG
TTG GGT CAG GGG TG for hIL-6; 5>-GAA TGA CCT GTT CTT TGA AGT T-3’ and 5’-TTT TGT TGT
TCA TCT CGG AGC C-3’ for mlIL-1;. 5’-AAC CGA ATC CCC AAC TTG TGC AG-3’ and 5’-TCT CCA GCT
TCT CTC AGG AAA TGC C-3’ for m\VCAM-1 and 5°-CCT GGC CTC GGA GAC ATT AGA GAA C-3’ and
5’-ACC CCA AGG AGA TCA CAT TCA CGG-3’ for mICAM-1. Quantification of mMRNA expression was
corrected using cyclophiline gene expression as a internal control with the primers 5’-GCA TAC GGG TCC
TGG CAT CTT GTC C-3” and 5’-ATG GTG ATC TTC TTG CTG GTC TTG C-3’. Statistical analysis was
performed using Student’s t test, *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

Animal studies and hydroporation experiments
Animal studies were performed in compliance with European Community specifications
regarding the use of laboratory animals. The Nord-Pas de Calais Ethical Committee for
animal use approved the animal experiments. Experiments were performed on 10 weeks
old PPARa-null female mice on a C57BI6/J genetic background. Animals were killed by
exsanguination under anesthesia. Livers and aorta were removed. Rapid tail vein injection
(hydroporation) was performed as previously described (36). Mice were anaesthetized by
intraperitoneal injection with a solution of domitor (0.68 mpk) / ketamin (67 mpk) (Orion

Pharma, Espoo, Finland/Virbac, Carros, France) and were allowed to recover on cotton
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following subcutaneous injection of the antidote antisedan at 1.7 mpk (Orion Pharma).
Fenofibrate (FF) treatment was performed by gavage (200 mpk). Mice received the first
gavage 8 hours post-hydroporation and the second one 24 hours post-hydroporation and
were subjected to peritoneal injection of either murine IL-1 or murine IL-6 or LPS 1 hour
later. After a total 3h period, mice were anaesthetized and then sacrificed. Each group was

composed of 5 mice.

Plasma cytokine concentrations
Plasma levels of TNF, IL1 or IL6 were determined by ELISA (R&D systems Europe)
following manufacturer’s instructions. Statistical analysis was performed using Student’s t

test, *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.
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Figure legends

Fig. 1. Characterization of DNA binding activity of PPARois mutant.

Schematic representation of the DNA Binding Domain (DBD) and amino acids sequence of
the first (ZF1) and the second (ZF2) zinc finger structures of mouse PPARa using standard
one-letter amino-acid abbreviations and numbered from ATG start codon. Residues of the D-
box and of the P-Box are indicated. The P-Box and D-Box regions are required for target site
recognition and dimerization, respectively. (B) HepG2 cells were transiently transfected with
the empty expression vector (e.v.) or expression vectors containing either PPARo wild-type
(PPARawTy or PPARa mutants (PPARopi4oc OF PPARORR1s0g ; also termed PPARais) CDNA.
After 24 h, total protein cell extracts were analyzed by western blotting with the indicated
antibodies. (C) Analysis of DNA binding capacities of PPARa. mutants by EMSA were
performed using DR1 consensus (AGGTCA A AGGTCA), acyl-CoA oxidase (ACO),
carnitine palmitoyl-transferase 1 (CPT-1) or hydroxymethylglutaryl-CoA synthase (HMG-
CoA synthase) PPREs *’P-labeled probes in the presence of in vitro translated PPARawr,

PPARap140c, PPAROgis, RXRaw or unprogrammed lysate (Ctrl: control) as indicated.

Fig. 2. PPARayis displays impaired PPRE-driven transactivation function.

HepG2 cells were transiently cotransfected with either the control empty vector (e.v.)
or PPARa: or PPARois expression vector and PPRE or promoter driven reporter construct.
Cells were subsequently treated with Wy14,643 (10 uM) or vehicle (Me,SO) for 24 h and
harvested for luciferase activity quantification and expressed relative to control set as 1.
Transcriptional activity of PPARa: and PPARois on (A) DR1- or (B) ApoA2 PPRE-driven
luciferase reporter constructs. Transcriptional activity of PPARa: and PPARag;s on (C) CPT-

1 or (D) ACO promoter-driven luciferase reporter constructs.

Fig. 3. PPARags displays impaired DNA-binding dependent activtion of gene
expression.

(A) Relative comparison of transcriptional activity between PPARau,: and PPARais in
response to increasing amounts of Wy14,643 (0.1, 1, 10, and 100 uM) for 24 hours. (B)
Transcriptional activity of PPARaw: and PPARay;s in response to PPARo activators :
Wy14,643 (10uM), Fenofibric acid (100 uM) or GW9578 (500 nM). (C) and (D), HepG2
cells were transiently transfected with the control empty vector (e.v.) or PPARawr or

PPARagis expression vectors and were subsequently treated with Wy14,643 (10 uM) or
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fenofibric acid (100uM) or vehicle (Me,SO) for a further 24 h and harvested for endogenous
PPARo target gene expression analysis. Total RNA were extracted and subjected to
quantitative RT-PCR analysis. Pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4) and CPT1 mRNA
were measured. Cyclophilline mRNA was measured as internal control. All results are

expressed as means + SDs of 3 transfection experiments performed in triplicate.

Fig. 4. PPARay;s interacts with p65 and c-Jun.

Pull down assays using GST and GST-p65, or GST-cJun (as indicated) bound to
glutathione-Sepharose beads and in vitro synthesized *S-labeled PPARowwr or PPARois
proteins. The supernatant was loaded on a SDS-PAGE and visualized by autoradiography.
The input represents 20% of the amount of the PPARa protein. (B) HepG2 cells were
transiently cotransfected with the control empty vector (e.v.) or the PPARawt or PPARois
expression vectors and the NF«B response element driven luciferase reporter construct, with
or without p65-NF«xB subunit expression vector. (C) Cotransfection experiments using the
human IL-6-promoter driven luciferase reporter construct (plL-6) stimulated or not by human
IL-1 (10 ng/mL) for 4 hours. (D) Cotransfection experiments using human fibrinogen-2
promoter driven luciferase reporter construct (pFib-B) stimulated or not by human IL-6 (20
ng/mL) for 6 hours. Results are expressed as means + SDs of 3 transfection experiments

performed in triplicate.

Fig. 5. PPARays controls acute phase response gene expression induced by IL-1
and IL-6 in vitro.

HepG2 cells were transiently transfected with the control empty vector (e.v.) or
PPARawt or PPARay;s expression vectors. Cells were treated 3 h with Wy14,643 (10 uM),
fenofibric acid (FA) (100uM) or vehicle (Me,SO) and stimulated for 21 h with cytokines as
indicated. (A) and (B), measurement of Serum amyloid A (SAA) and IL-6 mRNA expression
in cells stimulated by human IL-1 (10 ng/mL). (C) and (D), measurement of SAA and
fibrinogen-2 mRNA expression in cells stimulated by human IL-6 (20 ng/mL). Total RNA
were extracted and subjected to quantitative RT-PCR analysis. Cyclophilline mRNA was
measured as internal control. Results are expressed as means + SDs of 3 transfection

experiments performed in triplicate.
Fig. 6. PPARais attenuates acute phase response in vivo.

PPARa or PPARoygs expression was restored in PPARo deficient mice by rapid tail vein injection

(hydroporation) as described in experimental procedures. Mice were treated with 200 mpk fenofibrate (FF) and
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were subsequently stimulated for 3 hours with IL-1 (0.5 pg/mouse) (A) and (B), or IL-6 (0.5 pg/mouse) (C) and
(D) or LPS (50ug/mouse) (E) and (F) as indicated. Total RNA was extracted from liver. SAA; Serum Amyloid
A, IL6 and Fibrinogen-& mRNA expression levels were measured by quantitative RT-PCR. *P<0.05, **P<0.01
and ***P<0.001.

Fig. 7. Liver-restricted PPARa;s activation lowers proi-nflammatory cytokine plasma levels.

PPARa or PPARo;s expression was restored in PPARa deficient mice by rapid tail vein injection as described
in Materials and Methods. Control mice received empty vector (e.v.) or PPARa expression vector (PPAR).
Mice were treated with 200 mpk fenofibrate (FF) and subsequently stimulated for 3 hours with LPS
(50ug/mouse). . (A), (B) and (C) Real time PCR analysis of liver gene expression for the indicated genes.
Plasma levels of (D) TNF, (E) IL-1 and (F) IL-6 were determined by ELISA*P<0.05, **P<0.01 and
***P<0.001

Fig. 8. Hepatic transrepression activity of PPARays prevents expression of adhesion molecule at the
vascular wall level.

PPARa or PPARo;s expression was restored in PPARa deficient mice by rapid tail vein injection as described
in Materials and Methods. Control mice received empty vector (e.v.) or PPARa expression vector (PPAR).
Mice were treated with 200 mpk fenofibrate (FF) and subsequently stimulated for 3 hours with LPS
(50pg/mouse). Real time PCR analysis of VCAM-1 (A) and ICAM-1 (B) gene expression in aorta. *P<0.05,
**P<(.01 and ***P<0.001
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Perspectives thérapeutiques : concepts émergeants

Les fibrates sont utilisés avec succeés dans le traitement des hyper-
triglycéridémies et ont fait 'objet de nombreuses études cliniques. Chez les patients
hyper-triglycéridémiques, les fibrates diminuent les concentrations en triglycérides et
augmentent les concentrations de HDL-C généralement diminuées chez ces
patients. De plus, ils sont utilisés dans le traitement des dyslipidémies mixtes de type
IIb (augmentation des LDL et VLDL, due a une surproduction hépatique de VLDL) et
[l (augmentation des IDL, due a la présence d’'une apoE anormale non reconnue par
les récepteurs). L’hypercholestérolémie, quant a elle, n’est pas l'indication principale
des fibrates car, bien gu’ils puissent diminuer les concentrations de LDL-C, leur
réponse est assez hétérogene. De plus, plusieurs études cliniques ont montré que
les fibrates diminuent la progression des lésions athérosclérotiques chez 'Homme
(107, 108, 109, 110).

L'ensemble des données bibliographiques montre que PPARa est le médiateur
de I'effet pharmacologique des fibrates. Il influence la formation et le développement
des plaque d’athérome en contrdlant 'homéostasie lipidique et en diminuant la
réponse inflammatoire vasculaire, la transformation des macrophages en cellules
spumeuses, ainsi qu'en améliorant la fonction endothéliale et en diminuant la
thrombogénicité et la fragilité de la plaque d’athérome. Cependant, I'absence de
PPARa dans un modéle de souris plus susceptible a développer I'athérosclérose
(apoe KO) soumises a un régime pro-athérogéne conduit a une diminution de la
surface des lésions, bien que le profil lipidique soit plus athérogene (142). Une
diminution de la pression artérielle pourrait étre a l'origine de cette observation.
Ainsi, l'activation de PPARa n'entraine pas une situation opposée lors de son
absence. Par ailleurs I'activation de PPARa permet au récepteur de moduler la

signalisation inflammatoire.

La possibilité de modulation de I'activité de PPARa par un ligand a encouragé
de nombreuses recherches dans divers aspects de la biologie humaine. La
pharmacologie de ce récepteur, [lidentification de ligands naturels et le

développement de ligands synthétiques de haute affinité ont facilité les travaux sur
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les effets biologiques de ces récepteurs in vitro et in vivo. L'interaction ligand-
récepteur nucléaire ne conduit pas a une simple modulation de type « tout ou rien »
des génes cibles mais s’opére de fagon fine et coordonnée dans I'espace et le
temps. La voie de signalisation des récepteurs nucléaires en général est d'une
grande complexité et fait intervenir une combinaison de nombreux événements tels
que par exemple: conformation du complexe ligand-récepteur, expression et
disponibilité des cofacteurs de régulation, modification des facteurs de transcription
par phosphorylation et ubiquitinylation, remodelage des complexes de transcription,
accessibilité des régions régulatrices des genes cibles.

Expérimentalement, il a été observé que les genes cibles des récepteurs
nucléaires peuvent étre régulés differemment selon la nature du ligand étudié. Ces
notions et observations sont a l'origine du concept des modulateurs sélectifs des
récepteurs nucléaires (Selective Nuclear Receptor Modulators = SnuRMs). Ce
concept, appliqué aux PPARs, définit le terme SPPARMs pour « Selective PPAR
Modulators » (Figure 10) (104). Ainsi, on peut postuler qu’a la diversité chimique des
complexes ligand-récepteur va correspondre une diversité de conformations du
complexe conduisant a un recrutement différentiel de cofacteurs et a une modulation
fine de la dynamique transcriptionnelle. Ceci expliquerait les différences subtiles de
régulation de I'expression des genes cibles. Ainsi émerge l'idée attrayante que
plusieurs ligands partagent un seul et méme récepteur pour provoquer des effets
biologiques distincts. Deés lors, il est envisageable de développer des activateurs des

PPAR a action plus ciblée et aux effets secondaires limités.

LIGAND A LIGAND B

oo

l\“/l

' + nd -- ot 8 '}"'. ol LI
PPRE A PPRE PPRE B
Génes cibles Génes cibles Génes cibles
sélectifs du ligand A communs sélectifs du ligand B
Réponse Réponse Réponse
biologique biologique biologique

spécifique de A spécifique de B

commune

Figure 10 : Concept des ligands sélectifs des PPARs (« SPPARMs » = Selective PPAR
Modulator)
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La similarité de structure entre les PPARs offre une autre perspective. L’effet
des glitazones sur le profil lipidique des patients diabétiques n’est pas optimal. Une
activation combinée du PPARa et du PPARy pourrait permettre une action
complémentaire voire synergique par 'amélioration de ’'homéostasie lipidique, de la
sensibilité a l'insuline, de l'utilisation du glucose et du contréle de l'inflammation. Un
ligand commun pour le PPARa et le PPARy pourrait également limiter les effets
secondaires. Ainsi se dessine le concept des co-agonistes des PPARs (Figure 12)
(159).

Des travaux pré-cliniques menés sur des animaux résistants a l'insuline sont
assez encourageants. Le traitement par un co-agoniste PPARy/a améliore le profil
lipidique et conserve les effets sur la glycémie et sur la sensibilité a linsuline de
facon comparable a ceux des agonistes de PPARy. Ces nouveaux concepts
d’activation sélective ou combinée des PPARs sont encore en cours de validation.
De nombreuses expertises sont encore nécessaires pour évaluer le bénéfice réel de

ces nouvelles familles de composeés.

PPARa PPAR

! RXR [ RXR |
| | | |

Genes cibles PPARa Génes cibles PPARy

|

Homéostasie
glucidique

Figure 11 : Concept des ligands co-agonistes des PPARs

L’ensemble de ces propriétés confere a PPARo un intérét thérapeutique

particulierement intéressant pour le traitement de I'athérosclérose.
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Annexe 1 Molécules utilisées dans le traitement des dyslipidémies

Les statines

Celles-ci sont utilisées dans le traitement des hypercholestérolémies. Ce sont
des inhibiteurs de 'HMG-CoA reductase, enzyme assurant la transformation du
HMG-CoA en acide mévalonique (précurseur de la synthése endogéne du
cholestérol). Elles induisent une augmentation des récepteurs hépatiques aux LDL et
donc réduisent les concentrations plasmatiques de LDL-Cholestérol (LDL-C) de 20 a
50 %.

Les statines utilisées en France sont la simvastatine, la pravastatine, la

fluvastatine, l'atorvastatine et la rosuvastatine.

Simvastatine ' ZOCOR®, Comprimés a 20 et 40 mg

Pravastatine ' VASTEN® Comprimés a 10, 20 et 40 mg
ELISOR® Comprimés a 10, 20 et 40 mg

Fluvastatine , LESCOL® Comprimés a 20, 40 et 80 mg
FRACTAL® Comprimés a 20, 40 et 80 mg

Atorvastatine ' TAHOR® Comprimés a 10, 20, 40 et 80 mg

Rosuvastatine  CRESTOR®, Comprimés a 5, 10 et 20 mg

Ont ensuite une place plus limitée dans la prise en charge des
dyslipidémies :

v Les résines échangeuses d'anions : Le principal médicament de cette

classe est la cholestyramine. Administrée sous forme de chlorure, elle échange les
anions chlorure contre d’autres anions, principalement les acides biliaires. Ainsi, au
niveau intestinal, en séquestrant les acides biliaires, elle diminue leur cycle entéro-
hépatique et leur pool hépatique, ce qui favorise la transformation du cholestérol en
acides biliaires. L’augmentation du catabolisme du cholestérol entraine une
augmentation des récepteurs hépatiqgues aux LDL et donc une diminution du
cholesterol-LDL de 20 %. L'association cholestyramine et d’'une statine (inhibiteur de
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I'HMG-CoA réductase) est d'une trés grande efficacité pour faire chuter le cholestérol

en cas d'hypercholestérolémie majeure.

Cholestyramine : QUESTRAN® Sachets 4 g

v L'acide nicotinigue: Indiqué dans le traitement des dyslipidémies mixtes ou

en cas d’hypercholestérolémie primaire, en général en association avec une statine.
Cependant, il peut étre utilisé en monothérapie en cas d’intolérance aux statines.
L'acide nicotinique diminue les taux plasmatiques de VLDL et de LDL chez les
patients hyperlipidémiques par diminution de la sécrétion des VLDL.

L'acide nicotinique, connu depuis plus de 50 ans, a été utilisé en thérapeutique, a
faible dose de I'ordre du 1 mg comme vasodilatateur et a fortes doses, de l'ordre du
gramme, comme hypolipémiant ; il posséde de plus des propriétés de type vitamine
PP aprés sa transformation dans I'organisme en nicotinamide qui théoriquement ne
donne pas de vasodilatation.

L'acide nicotinique a des effets bénéfiques sur les lipides sanguins : il abaisse le
LDL-cholestérol, augmente le HDL-cholestérol, diminue Lp(a), abaisse les
triglycérides, par des mécanismes complexes. Cependant aucune étude clinique ne
semble avoir démontré que l'acide nicotinique diminuait le risque d'accidents
cardiovasculaires ni la mortalité toutes causes confondues.

La commercialisation de I'acide nicotinique (préparations a libération non retardée) a
été interrompue pendant plusieurs années en France ; une préparation a libération
prolongée, Niaspan LP*, a été commercialisée. Cette libération prolongée diminue
I'intensité des bouffées de chaleur communément observée avec l'acide nicotinique
mais ne réduit pas ses autres effets indésirables: dyspepsie, nausées,
vomissements, diarrhée, hépatotoxicité, aggravation du diabete, troubles oculaires :
amblyopie toxique et oedéme maculaire ... Par ailleurs, l'association d'acide
nicotinique a une statine semble augmenter le risque d'atteinte musculaire et de
rhabdomyolyse. La vasodilatation provoquée par l'acide nicotinique résulterait de la
stimulation des récepteurs PD2 de la prostaglandine PGD2. Le laropiprant est un
produit de synthese en cours d'expérimentation qui inhibe les récepteurs PD2 et

diminue ainsi les flushs provoqués par I'acide nicotinique.

Acide Nicotinique | NIASPAN® LP, Cp a 375, 500, 750 et 1000 mg
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v Les Inhibiteurs de l'absorption intestinale du cholestérol, stérols

végétaux et ézétimibe

Les stérols et stanols d'origine végétale comme le sitostérol et le sitostanol
réduisent l'absorption intestinale de cholestérol et abaissent le LDL-cholestérol
plasmatique. Leur effet apparait d'autant plus important que I'apport alimentaire de
cholestérol est élevé. Le sitostanol, présent par exemple dans I'huile de soja, qui lui-
méme n'est pratiguement pas absorbé est le plus efficace. Cependant il n'existe pas,
semble-t-il, d'études démontrant leur efficacité sur la symptomatologie clinique ni sur
la mortalite.

Diverses préparations alimentaires, notamment a base de lait écrémé, sont enrichies

en stérols végétaux en vue d'abaisser le taux de cholestérol.

v L'ézétimibe :

Cette molécule de synthese inhibe sélectivement I'absorption intestinale de
cholestérol et de certains phytostérols. Il inhibe le transporteur de stérols. Il agit au
niveau de la muqueuse intestinale mais il est lui-méme absorbé et partiellement
transformé en un métabolite actif glycuronoconjugué, I'ézétimibe-glycuronide. Lors
des essais cliniques de courte durée, I'ézétimide a abaissé de prés de 20 % la
concentration de LDL cholestérol plasmatique.

L'indication de I'ézétimibe, en complément d'une statine, est I'hypercholestérolémie.
Seul, sans statine, il a l'indication sitostérolémie, maladie rare due a une absorption
intestinale excessive et a une élimination insuffisante de sitostérol, stérol d'origine

végétale.

Ezétimibe EZETROL®, Cp a 10 mg

Ezétimibe + Simvastatine | INEGY®

Les études cliniques n'‘ont pas pour le moment permis de prouver que I'ézétimibe
réduit la frequence des accidents cardiovasculaires ni qu'il retarde la mortalité toutes
causes confondues. Elles ne garantissent pas non plus sa bonne tolérance en

utilisation prolongée.

v' Les acides gras oméga-3

L'apport d'acides gras saturés, c'est-a-dire de graisses d'origine animale comme
le beurre et le lard, ou d'acide gras insaturés de type trans, présents dans certaines
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margarines, tend a augmenter les LDL considérées comme néfastes et a diminuer
les HDL considérées comme bénéfiques. Toutefois I'acide stéarique (C18 : 0, saturé)
est peu hypercholestérolémiant car il est rapidement transformé en acide oléique
(C18:1), monoinsaturé) par le foie. L'acide palmitique (C16:0) est peu
hypercholestérolémiant ; les acides myristique (C14 :0) et laurique (C12) le sont
davantage.

Parmi les acides gras insaturés de type cis, I'acide oléique (C18 :1) présent dans les
huiles végétales, réduit les LDL et augmente les HDL. L'acide linoléique (C18 :2) est
moins approprié car il est plus facilement peroxydé par les réactions radicalaires. Les
acides gras polyinsaturés de type ®3 comme l'acide eicosapentaénoique, EPA,
(C20 :5) et I'acide docohexaénoique, DHA, (C22 :6), présents dans les poissons des
mers froides, inhibent I'agrégation plaquettaire mais ont assez peu d'effet sur le
cholestérol. L'enrichissement du régime alimentaire en acides gras insaturés n-3
diminue le risque de troubles du rythme cardiaque, d'accidents coronariens et de
mort subite. Une solution simple pour enrichir modérément l'alimentation en acide
oléique est la consommation d'olives, d'avocats, d'huile d'arachide ou de noix, riches

en acides gras insaturés, arginine et magnésium.

v’ Le tiadénol
Il a une structure chimique différente de celle des autres hypolipémiants. Il abaisse
les lipides sanguins par des mécanismes complexes et mal élucidés, probablement
une diminution de la synthese de cholestérol par inhibition des premiéres étapes
avant le mévalonate. Jusqu'a présent, peu d'effets indésirables ont été signalés lors

de sa prescription.

Tiadénol : FONLIPOL® Cp 400 mg

v' Les associations
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