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AVANT-PROPOS

Les maladies cardio-vasculaires représentent une cause majeure de mortalité dans les pays
occidentaux et leur prévalence ne cesse d’augmenter. Selon les pays, un adulte sur quatre ou
cinq présente un syndrome métabolique associant dyslipidémie, diabéte et stéatose hépatique.
Ainsi, ces pathologies font 1’objet depuis plusieurs décennies de nombreuses recherches pour
le développement de stratégies thérapeutiques. Parmi ces cibles, les récepteurs nucléaires ont
récemment fait 1’objet de nombreuses investigations en raison de leur capacité¢ a moduler
I’expression de nombreux génes impliqués dans le métabolisme lipidique et le développement

de 1’athérosclérose.

De fagon générale, les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription impliqués dans
la régulation de I’expression de nombreux geénes cibles. Ils participent ainsi a I’homéostasie
de nombreuses fonctions biologiques comme la croissance, la reproduction et le métabolisme
[1-5]. De multiples études recensent les effets des récepteurs nucléaires dans des processus

physiopathologiques comme le cancer et 1’athérosclérose [6-20].

Parmi les récepteurs nucléaires présents chez I’Homme et la Souris le récepteur CAR,
Constitutive Androstane Receptor est un acteur majeur de la reconnaissance des molécules
exogenes (xénobiotiques) et la protection de I’organisme. Ce récepteur a été identifié¢ pour la
premiere fois en 1994 par Baes et al. [21]. Il lie de nombreuses molécules comme des
polluants, des médicaments et des dérivés alimentaires induisant en retour leur détoxification.
Le récepteur CAR est principalement exprimé au niveau des organes intervenant dans les
processus d’élimination notamment le foie, D'intestin et les reins. Son activation
pharmacologique stimule 1’expression coordonnée des enzymes de détoxification (phase I), de
conjugaison (phase II) et les transporteurs (phase III), aboutissant a la transformation des

xénobiotiques en molécules hydrophiles moins toxiques et plus facilement éliminables.

En plus de ses fonctions de « xénosenseur », CAR intervient également dans le métabolisme
endogéne, notamment dans le métabolisme des acides biliaires, de la bilirubine, de I’heéme,
des triglycérides et des hormones thyroidiennes. Le principal réle décrit pour CAR concernant
le métabolisme endogéne est sa capacité a promouvoir la détoxification des acides biliaires

lors des cholestases.
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En ce qui concerne le métabolisme du cholestérol, deux études indépendantes ont démontré
que CAR ¢était capable de moduler le profil lipoprotéique [22, 23]. Les autres récepteurs
appartenant a la méme famille que CAR, notamment FXR, LXR et PPARa ont déja été
décrits comme des cibles potentielles pour le traitement des dyslipidémies et de
I’athérosclérose [17, 18, 20]. Or, bien peu d’éléments sont connus sur I’impact de CAR sur le
métabolisme des lipoprotéines dans des conditions de surcharge en cholestérol. Dans ce
contexte, il a semblé pertinent d’étudier les effets d’une stimulation chronique et spécifique de
CAR sur le métabolisme des lipides et la susceptibilité a 1’athérosclérose dans deux modeles

de souris dyslipidémiques.

Dans ce travail, 1’état actuel des connaissances concernant le récepteur CAR a été rapporté.
Le role de CAR dans le métabolisme biliaire a fait 1’objet d’une partie bibliographique
détaillée et d’une étude expérimentale publiée dans Journal of Hepatology. Cet article a
permis de montrer que CAR par ses effets sur le métabolisme des acides biliaires était capable
de stimuler le retour du cholestérol périphérique au foie, suggérant un réle bénéfique du
récepteur dans le métabolisme des lipides. Dans un second temps, I’impact de CAR dans le
métabolisme des lipides a été détaillé et a fait ’objet d’un deuxiéme article soumis pour
publication a Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. Ces travaux ont montré
que CAR était capable de réduire le taux de lipoprotéines riches en apolipoprotéine B,
diminuant ainsi I’athérogénicité du plasma. In vivo, cet effet se traduit par une réduction des
Iésions athéromateuses chez des souris dyslipidémiques déficientes pour le récepteur aux
lipoprotéines de basse densité. L’ensemble des travaux menés a ainsi permis de démontrer
que CAR peut étre considéré comme un nouvel acteur du métabolisme lipidique et pourrait
devenir une cible thérapeutique intéressante dans la prise en charge des dyslipidémies et la

prévention de 1’athérosclérose.
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RECEPTEURS NUCLEAIRES,
GENERALITES

Les récepteurs nucléaires forment une superfamille de récepteurs intracellulaires qui
fonctionnent comme des facteurs de transcription [1]. Ils sont stimulés par liaison de ligands
de nature lipophile et modulent I’expression de génes cibles. Initialement, les récepteurs qui
ne possédaient pas de ligands clairement identifiés au moment de leur découverte ou qui
étaient actifs de fagon constitutive (sans liaison de ligands) ont été qualifiés « d’orphelins ».
Les récepteurs nucléaires participent au contrdle de mécanismes cellulaires fondamentaux
comme I’apoptose, la prolifération, la différenciation et ’homéostasie et interviennent dans la
régulation de nombreuses fonctions biologiques comme la croissance, la reproduction et le

métabolisme énergétique [2-4].

I. Définition et historique des récepteurs
nucléaires

La premicre notion de récepteurs intracellulaires a été introduite par Jensen et al. en 1962 qui
ont observé que 1’cestradiol est retenu au sein des cellules cibles, évoquant la présence d’un
récepteur intracellulaire spécifique [24]. Des expériences similaires ont permis 20 ans plus
tard de confirmer que les hormones liposolubles ont pour récepteurs des protéines
intracellulaires, nommeées récepteurs nucléaires. Ainsi, le premier récepteur nucléaire cloné
fut le récepteur humain aux glucocorticoides (GR, Glucocorticoid Receptor) [25] et le second
le récepteur aux cestrogenes (ER, Estrogen Receptor) [26]. Rapidement, de nombreux
récepteurs ont pu étre identifiés a partir de banques d’ADN complémentaire. Ces récepteurs
sont retrouvés dans I’ensemble du régne animal [27]. Chez ’Homme, quarante-huit membres
ont d’ores et déja été identifiés, 49 chez la Souris, 47 chez le Rat et plus de 270 membres

putatifs chez Caenorhabditis elegans [28, 29].

18



II. Classification et nomenclature des
récepteurs nucléaires

Des études phylogéniques reposant sur 1’analyse de séquences hautement conservées entre les
especes (domaine C et E) ont permis de montrer que 1’ensemble des récepteurs sont issus de
I’évolution d’un récepteur unique, apparu chez les métazoaires avant la séparation entre les
vertébrés et les invertébrés [30]. Une seconde vague de réplication (entre les arthropodes et

les vertébrés) a permis I’émergence d’une grande diversité de récepteurs [31].

Les quarante-huit récepteurs nucléaires humains sont ainsi groupés en six sous-familles de
taille inégale, caractérisées non pas par la ressemblance de leur ligand, mais par leur mode de
liaison a ’ADN et leur capacité de dimérisation [28, 31-33]. Les récepteurs ne possédant pas
de ligands connus ou identifiés sont nommés récepteurs orphelins [34]. La classification des
récepteurs nucléaires est similaire a celle des cytochromes P450 établie par Nebert et al. [35].

La nomenclature détaillée est insérée en Annexe 1.

e Groupe 1 (NRI, Nuclear Receptor 1) : comprend les récepteurs aux hormones
thyroidiennes (TRs, Thyroid Receptors) et des récepteurs apparentés comme le
récepteur a la vitamine D (VDR, Vitamin D Receptor), les récepteurs a I’acide
rétinoique (RARs, Retinoic Acid Receptors), les récepteurs PPARs (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptors) et certains récepteurs orphelins comme les
récepteurs RORs (Retinoic acid receptOr-related Receptors) et Rev-erb alpha ainsi que
les récepteurs CAR (Constitutive Androstane Receptor), PXR (Pregnane X Receptor)
et LXR (Liver X Receptor).

e Groupe 2 (NR2, Nuclear Receptor 2) : comprend les récepteurs a 1’acide rétinoique
RXRs (Retinoid X Receptors) et des récepteurs orphelins apparentés comme HNF-4
(Hepatic Nuclear Factor-4), COUP-TF I et II (Chicken Ovalbumin Upstream
Promoter-Transcription Factor I) et les récepteurs testiculaires (TRs, Testicular

Receptors).

19



Groupe 3 (NR3, Nuclear Receptor 3): comprend les récepteurs aux hormones
stéroides dont les récepteurs aux cestrogenes (ERs, Estrogen Receptors) et des
récepteurs apparentés comme ERRs (Estrogen-Related Receptors), le récepteur aux
glucocorticoides (GR, Glucocorticoid Receptor), a la progestérone (PR, Progesterone

Receptor) et aux androgénes (AR, Androgen Receptor).

Groupe 4 (NR4, Nuclear Receptor 4) : comprend les récepteurs orphelins de type
NGFIB (Nerve Growth Factor IB) et des récepteurs apparentés comme NURRI
(NUclear Receptor Related 1) et NOR1 (Neuron-derived Orphan Receptor 1).

Groupe 5 (NRS5, Nuclear Receptor 5) : comprend le récepteur SF1 (Steroidogenic
Factor 1) et le récepteur apparenté LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1).

Groupe 6 (NR6, Nuclear Receptor6) : comprend les récepteurs orphelins de type
GCNF (Germ Cell Nuclear Factor-like).

Groupe 0 (NRO, Nuclear Receptor 0) : comprend les récepteurs DAX-1 (Dosage-
sensitive sex reversal, Adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1)

et SHP (Small Heterodimer Partner).

III. Structure des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires ont une taille variant de 40 a 100 kilodaltons et présentent la méme

structure générale, comprenant généralement quatre domaines fonctionnels notés de A a E.

Un cinquiéme domaine (F) peut étre décrit pour certains récepteurs nucléaires [36, 37].
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Figure 1 : Structure générale des récepteurs nucléaires comprenant six domaines (A a F)
de Iextrémité N-Terminale (NH2) a I’extrémité C-Terminale (COOH). Le domaine A/B
contient une fonction activatrice de la transcription dite indépendante du ligand AF-1
(Activation Function 1) ; le domaine C ou domaine de liaison a I’ADN (DBD, DNA Binding
Domain) ; le domaine D ou charniere contenant un motif de localisation nucléaire (NLS,
Nuclear Localisation Signal) ; le domaine E ou domaine de liaison du ligand (LDB, Ligand
Binding Domain) renferme la fonction activatrice de la transcription dite dépendante du

ligand AF-2 (Activation Function 2) ; le domaine F inconstant [37-40].

A. Domaine A/B

La région N-Terminale (domaine A/B) est la plus variable en termes de taille et de séquence
protéique. Ce domaine contient une fonction activatrice de la transcription dite indépendante
du ligand (AF-1, Activation Function-1) [1, 41]. Bien qu’AF-1 présente une activité
constitutive lorsqu’elle est isolée, elle est en revanche activée par la liaison du ligand au sein
du récepteur entier. Cette région peut étre soumise a des modifications post-
transcriptionnelles [42, 43]. Elle est capable d’interagir avec différents cofacteurs. La grande
variabilité de ce domaine détermine la diversité des isoformes et leur spécificité cellulaire et

par conséquent leur fonction.

B. Domaine C ou domaine de liaison a ’ADN

Cette région est le domaine de liaison a ’ADN (DBD, DNA Binding Domain). Il présente une

forte homologie de séquence entre les différents récepteurs nucléaires [2, 44, 45].
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Il permet au récepteur nucléaire de lier ’ADN de ces geénes cibles au niveau de séquences
particulieres nommées élément de réponse (RE, Response Element ou HRE, Hormone

Response Element). Composé au moins de soixante-dix acides aminés, il présente :

e deux motifs en doigt de zinc organisés autour de résidus cystéines comportant des
séquences particuliéres : 1) la boite P située dans le premier motif, responsable de la
spécificité de liaison a I’ADN [31, 46] ; 2) la boite D située dans le deuxieéme motif,
intervenant dans les phénoménes de dimérisation conférant de la stabilité de liaison a

I’ ADN [47-49].

e une extension C-terminale (CTE, C-Terminal Extension) contenant deux séquences

particulieres (boites A et T) participant a la reconnaissance et a la dimérisation.

La structure tertiaire du domaine de liaison a I’ADN présente trois hélices alpha permettant le

repliement et I’orientation du domaine sur I’¢lément de réponse du geéne cible [45].

Zn | Zn

Boite P

N -Terminal

C -Terminal

Boite A Boite T
CTE

Figure 2: Représentation schématique du domaine C de liaison a ’ADN d’un récepteur
nucléaire réalisé a partir des séquences connues de récepteurs nucléaires humains. Les
résidus aminés sont représentés par des ronds. Le domaine de liaison a I’ADN comporte une
boite P, une boite D, deux motifs en doigt de zinc (Zn I et Il), deux hélices alpha hautement
conservées (ronds verts), une extension C-Terminale (CTE, C-Terminal Extension) partie

variable du domaine C [50, 51].
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C. Domaine D

Cette région charniére entre les domaines C et E est faiblement conservée. Elle confere au
récepteur sa flexibilité participant a la fixation sur ’ADN. Ce domaine comprend des

¢léments pouvant intervenir dans la localisation nucléaire du récepteur [52].

D. Domaine E ou domaine de liaison au ligand

Ce domaine est le support de nombreuses fonctions. Il est formé de douze hélices alpha (HI a
H12), un tour béta entre les hélices 5 et 6 et deux feuillets béta (S1-S2) organisés en trois

couches antiparalléles [53, 54]. Il comporte :
e une poche de liaison au ligand (LBP, Ligand Binding Pocket),

e une interface de dimérisation au niveau de I’hélice 10 de type : xxKxxxKxxXxRxx
(x : résidus aminé hydrophobe, K : Lysine, R : Arginine), spécifique au partenaire du

récepteur [53, 55-57],
¢ une surface de liaison aux co-régulateurs,

e un domaine de transactivation AF-2 (Activation Function 2) dépendant du ligand au

niveau de 1’hélice 12 [58, 59].

La taille de la poche de liaison du ligand varie selon les récepteurs et détermine la spécificité
de reconnaissance du ligand. Cette poche est composée de deux hélices repliées au centre et
forme une cavité hydrophobe dans laquelle se fixe le ligand [47]. En I’absence de ligand,
I’hélice 12 forme un couvercle au-dessus de la poche de liaison du ligand. Le modele proposé
par Moras et al. [49] suggere que ’hélice 12 se comporte comme un couvercle se repliant sur
I’agoniste et permettant la liaison de co-activateurs. En revanche, en I’absence de ligand,
I’hélice 12 n’est pas replié¢e et lie les co-répresseurs. Le domaine adopte alors une position
active en présence d’agoniste et une multitude de positions possibles en présence d’agoniste

inverse ou en I’absence de ligand.
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E. Domaine F

Cette région tres variable, absente chez certains récepteurs exercerait une action régulatrice.

IV. Fonctionnement des récepteurs
nucléaires

A. Ligands des récepteurs nucléaires

Les ligands sont des molécules d’origine endogéne (produits du métabolisme) ou exogene
(dérivés alimentaires, médicaments, polluants regroupés sous le terme de xénobiotiques).

Généralement de petite taille, ils sont de nature hydrophobe.
Il existe quatre catégories de ligands aux récepteurs nucléaires [60] :

e Agonistes : ils se lient au niveau de la poche de liaison du ligand et induisent un
changement de conformation permettant le recrutement de co-activateurs nécessaires a

I’activation de la transcription. Ils augmentent 1’activité transcriptionnelle basale.

e Antagonistes purs : ils empéchent le recrutement de co-régulateurs et s’opposent a la

transcription des genes cibles, mais n’affectent pas I’activité basale des récepteurs.

e Agonistes inverses : ils diminuent D’activité basale des récepteurs en favorisant le

recrutement de co-répresseurs.

e Agonistes/antagonistes partiels : ils possedent une efficacité réduite par rapport aux
agonistes et antagonistes purs. Leurs effets dépendent du type cellulaire, du contexte
intracellulaire et de la présence de co-régulateurs. Il s’agit notamment des modulateurs
sélectifs des récepteurs nucléaires (SNuRMs, Selective Nuclear Receptor Modulators):
SREMs (Selective estrogen REceptor Modulators), les modulateurs de des récepteurs

PPAR et AR [61-63].
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B. Localisation cellulaire des récepteurs
nucléaires

Les récepteurs nucléaires peuvent étre présents dans le cytoplasme (cas du récepteur aux

glucocorticoides) ou dans le noyau des cellules sous forme liée ou non a I’ADN.

Le ratio entre la forme cytoplasmique et nucléaire dépend du récepteur et de la nature du
ligand. De nombreuses études ont permis de mettre en évidence la mobilité des récepteurs au
sein du noyau et la nature dynamique de leur liaison a ’ADN [64-68]. Ainsi, au niveau
cytoplasmique, la liaison du ligand module I’interaction du récepteur avec différents facteurs
cytoplasmiques comme les protéines chaperonnes de choc thermique (Hsp, Heat Shock
Protein) [69-71] et permet la translocation du récepteur vers le noyau. A D’inverse, en
I’absence de ligand, certains récepteurs sont directement liés aux éléments de réponse de leur

gene cible [72] et exercent un effet répresseur sur I’expression basale [73, 74].

C. Liaison des récepteurs nucléaires a ’ADN

Au niveau de ’ADN, les récepteurs se fixent sur des séquences spécifiques de leurs genes
cibles nommées « ¢léments de réponse » (RE, Response Element ou HRE, Hormone
Response Element). La reconnaissance de ce domaine conditionne I’activité du récepteur

nucléaire.

Les ¢éléments de réponse sont de courtes séquences d’ADN consensus composées de deux
motifs hexamériques organisés en palindrome, répétition directe ou inversée, séparés par un
nombre déterminé de nucléotides [4]. La spécificité de reconnaissance est déterminée par trois
facteurs : 1) la séquence des deux motifs, 2) leur orientation, 3) le nombre de bases les
séparant. Ces séquences se situent dans la région promotrice ou dans la séquence « enhancer »
parfois située a plusieurs kilobases en amont du site d’initiation de la transcription. Les

récepteurs nucléaires peuvent étre regroupés selon leur mode de dimérisation [37]

e Monomeére : I’¢lément de réponse de type AGG/TTCA est précédé en 5° d’une région
riche en A/T reconnue par la portion C-Terminale du domaine de liaison a I’ADN

(boite A) [75, 76].
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Homodimére : concerne majoritairement les récepteurs nucléaires aux hormones
stéroides. La surface d’homodimérisation est située au niveau du domaine de liaison a

I’ADN (boite s D et T) [77, 78].

Hétérodimere: le récepteur RXR constitue le principal partenaire
d’hétérodimérisation [79]. Certains récepteurs peuvent se lier sous forme
d’homodimeéres, mais la liaison avec RXR accroit leur capacité d’activation de la
transcription (cas des récepteurs aux hormones thyroidiennes, a la vitamine D et a
I’acide rétinoique), il en est de méme pour certains récepteurs monomériques comme
les récepteurs nucléaires du groupe 4. La polarité de liaison est variable et certains
récepteurs peuvent indifféremment lier leur élément de réponse en amont ou en aval

de leur partenaire.

(A) Monomeére (B) Homodimeére

ligand

——

t]
H

Séquence simple Palindrome

(C) Hétérodimeres

| —— | I Nx | I Nx |

Palindrome Palindrome inversé (IR) Répétition directe (DR 1-5)

Figure 3 : Mode de liaison des récepteurs nucléaires a I’ADN. Les récepteurs peuvent se
lier sur les éléments de réponse de leurs genes cibles au niveau du domaine de liaison a
I’ADN (DBD) sous forme de monomeres sur des séquences simples (A), d’homodimeres sur
des séquences palindromiques (B), d’hétérodimere (C) sur des séquences palindromiques,
palindromiques inversées (IR, Inverse Repeat ou répétition inverse) ou des séquences en
répétition directe (DR, Direct Repeat ou répétition directe), séparée par un nombre déterminé

et spécifique de nucléotides (Nx) [37].
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D. Activation de la transcription des génes
cibles par les récepteurs nucléaires

La stimulation de ’expression se déroule en trois étapes majeures 1) liaison du ligand, 2)
dérépression et recrutement de co-activateurs, 3) recrutement du complexe transcriptionnel et

initiation de la transcription.

1. Liaison du ligand

La liaison du ligand entraine le passage de la forme inactive a la forme active du récepteur
nucléaire [54]. Le ligand se fixe au niveau de la poche hydrophobe (LBP, Ligand Binding
Pocket) et induit le repliement de I’hélice 12 provoquant le balancement et la stabilisation du

domaine de transactivation AF-2 [56] et de la surface de dimérisation [80-83].

2. Recrutement des co-régulateurs

Les co-régulateurs sont des protéines constituées de multiples motifs courts (RIDs, Receptor
Interaction Domains) composés de motifs LxxLL pour les co-activateurs (L : Leucine, x :
résidu aminé hydrophobe) [84] et Lxxx/IXXXI/L pour les co-répresseurs (L : Leucine, I:

Isoleucine, x : résidu aminé hydrophobe et X : n’importe quel résidu aminé) [85].

De trés nombreux co-régulateurs ne cessent d’étre décrits [86]. Ils forment des complexes
protéiques qui s’associent aux récepteurs nucléaires au niveau du domaine de liaison du
ligand et modulent leur activité transcriptionnelle. Les co-activateurs induisent une activité
positive alors que les co-répresseurs exercent une activité négative. L’échange entre co-
répresseurs et co-activateurs apres liaison du ligand est déterminant dans la régulation de la

transcription des geénes cibles [87].

a. Les co-activateurs des récepteurs nucléaires

Le motif LxxLL adopte une conformation en double hélice amphipathique qui s’apparie a la
cavité chargée du domaine de transactivation AF-2 lorsqu’il est en conformation active c’est-

a-dire li¢ au ligand [88-90].
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Les co-activateurs représentent une grande famille regroupant plus de cent membres, répartis

en quatre groupes principaux [87, 91] :

e Les complexes de remodelage dépendants de PATP : SWI (mating-type Switching)-
SNF (Sucrose Fermentation) et les complexes RSC (Remodeling the Structure of

Chromatin) [92],

e Les co-activateurs a activité histone acétyltransférase qui permettent la
décondensation de la chromatine, la rendant ainsi accessible a la machinerie
transcriptionnelle. Trois groupes de protéines sont capables d’interagir avec les

récepteurs nucléaires :

o Famille des protéines pl60: inclut SRC-1, 2 et 3 (Steroid Receptor
Coactivator-1, 2 et 3), [93-104].

o Famille des protéines p300 ou CBP (cAMP response element-Binding Protein)
[91, 100, 105-107] liant le domaine AF-2 et interagissant avec les protéines de
la famille p160.

o Famille des protéines P/CAF (P300/CBP-Associated Factor).

e Les protéines a activité histone Arginine métyltransférase : CARM1 (Coactivator-
Associated  aRginine  Methyltransferase 1), PRMTI1  (Protein  aRginine
Methyltransferase 1) et BRG1 (Brahma-related gene 1) [108-113].

e Les complexes TRAP (Thyroid Hormone Receptor-Associated Protein) [114] et
DRIP (vitamin D Receptor-Interacting Protein) [115] qui permettent le recrutement de

la machinerie transcriptionnelle.

A noter que certains co-activateurs sont spécifiques du type cellulaire, de 1’état nutritionnel et
de ’environnement cellulaire comme PGC1 (PPARy Co-activator 1) qui permet la liaison de

SRC1 [116].
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b. Les co-répresseurs des récepteurs nucléaires

IIs interagissent soit avec les récepteurs nucléaires liés de facon constitutive a I’ADN
(notamment les récepteurs TR et RAR) exercant ainsi un effet répresseur, soit avec les
récepteurs liés a des antagonistes ou agonistes partiels qui, du fait de la nature de leur ligand,
adoptent une configuration propice a la liaison des co-represseurs [54]. Le motif LxxxIxxxL
adopte une conformation en triple hélice qui occupe la méme interface que les co-activateurs

sur le domaine de transactivation AF-2 [117].

Les principaux co-répresseurs décrits sont NCoR (Nuclear receptor Co-Repressor) et SMRT

(Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormone receptor) [73, 74, 118-120].

IIs se lient au niveau de la méme région hydrophobe du domaine de liaison du ligand que les
co-activateurs par deux motifs analogues de type LXXI/IXXXI/L, nommés RIDI et 2
(Receptor-Interacting Domain 1 et 2) [121]. En revanche, les co-répresseurs n’interagissent
pas avec le domaine de transactivation AF-2. Ils permettent le recrutement de larges
complexes enzymatiques contenant des histones désacétylases [122-124] et s’opposent a

I’activation de la transcription [125].

c. Les co-régulateurs en action : recrutement des
complexes de transcription

Les co-régulateurs interviennent de fagon séquentielle et combinatoire. La liaison du ligand
permet le recrutement des co-activateurs qui participent aux modifications de la chromatine
qui pourra ainsi lier la machinerie transcriptionnelle. En présence d’antagonistes, la

chromatine se condense s’opposant ainsi a I’initiation de la transcription.

Le complexe co-activateur SWI/SNF induit le remodelage de la chromatine, les complexes
CBP et p/CAF induisent 1’acétylation de la chromatine qui devient accessible a la machinerie

transcriptionnelle recrutée par le complexe TRAP/DRIP [64, 126, 127].

En I’absence de ligand ou en présence d’antagoniste ou d’agoniste partiel, les co-répresseurs
NCoR et SMRT permettent le recrutement de complexes a activité histone désacétylase qui
maintiennent la chromatine sous forme condensée non accessible a la machinerie

transcriptionnelle [37, 87].
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3. Action des récepteurs nucléaires

En fonction de la présence de ligands et de leur nature, et par conséquent du type de co-
régulateurs recrutés, les récepteurs nucléaires peuvent exercer différents effets sur la

transcription de leurs genes cibles :

(A) Activation de la transcription dépendante du ligand (agonistes)

Acétylation
—
Histones

HRE Gene cible

Activation

(B) Répression constitutive de la transcription indépendante du ligand {ex : TR, RAR)

Désacétylation

Co-répresseurs | =
N | Histones ; ;
Répression
L ’ -
HRE Gene cible

(C) Répression de la transcription dépendante du ligand (antagonistes et agonistes inverses)

5 Désacetylation

Co-répresseurs |

' ' Histones
. : | Répression
HRE Gene cible

Figure 4 : Activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires. Les récepteurs activent
et/ou répriment [’expression de genes cibles. (A) Activation de la transcription dépendante du
ligand, mode d’action typique. (B) Répression constitutive de la transcription indépendante
du ligand. Certains sont liés de facon constitutive aux éléments de réponse sous forme
d’hétérodimeres avec RXR (cas des récepteurs aux hormones thyroidiennes et a [’acide
rétinoique) et répriment la transcription des genes cibles en [’absence de ligand. (C)
Répression de la transcription par liaison d’antagonistes/agonistes inverses [45]. RN :

Récepteur nucléaire, HRE : Hormone Response Element, TR : Thyroid Receptor.
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Certains récepteurs nucléaires peuvent jouer le role de co-régulateurs en permettant ou en

s’opposant au recrutement d’autres facteurs de transcription comme Stat-5 (Signal Transducer

and Activator of Transcription 5) ou AP-1 (Activator Protein 1) [128].

(D) Activation de la transcription dépendante du ligand : cas des RN fonctionnant comme co-activateurs

Acétylation
—_—————y
)

Histones o
Activation

Gene cible

(E) Répression de la transcription dépendante du ligand : cas des RN fonctionnant comme co-répresseurs

Acétylation
[———————)

GR

Repression

Geéne cible

Figure 5 : Exemple de co-régulation par le récepteur aux glucocorticoides (GR). Le

récepteur activée par son ligand agit comme un co-activateur en liant le facteur de

transcription Stat5 (D) ou comme un co-répresseur en inhibant le recrutement du facteur de

transcription AP-1 (mécanisme de transrépression) (E). RN : Récepteur nucléaire, HRE :

Hormone Response Element, Elément de réponse du gene cible, GR: Glucocorticoid

Receptor, Récepteur aux glucocorticoides, Stat-5 (Signal Transducer and Activator of

Transcription 5), AP-1 (Activator Protein 1).
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CAR, GENERALITES

I. Découverte de CAR

A. Isolement et caractérisation de CAR

Le récepteur CAR (Constitutive Androstane Receptor) a initialement été décrit par Baes et al.
[21] en tant que récepteur nucléaire orphelin sous le nom de MB67. La découverte de ce
nouveau récepteur a été réalisée a partir d’une banque d’ADN complémentaires hépatiques
humains par analogie avec une séquence particuliere (boite P) du domaine de liaison a ’ADN
(DBD, DNA Binding Domain) du récepteur a I’acide rétinoique (RAR), du récepteur aux
hormones thyroidiennes (TR) et d’autres récepteurs orphelins notamment HNF4 (Hepatic
Nuclear factor 4). La détermination de la séquence compléte a ainsi permis de le classer

comme nouveau membre de la superfamille des récepteurs nucléaires.

MB67 posseéde ainsi 1I’'une des plus petites séquences de la famille (348 acides aminés) avec
une courte séquence N-Terminale mais contient tous les motifs hautement conservés inhérents
aux récepteurs nucléaires. Le domaine de liaison au ligand (LDB, Ligand Binding Domain) et
le domaine de dimérisation contiennent également trois régions conservées a la fois parmi les
récepteurs conventionnels et orphelins. En revanche, la partie C-Terminale associée a
I’activation transcriptionnelle dépendante du ligand (AF-2) est la moins conservée. Ainsi

MB67 peut étre apparenté au récepteur a la vitamine D (VDR).

MB67 est essentiellement exprimé au niveau hépatique. Les expériences de séparation par
Northern blot montrent trois bandes : une bande large de 1,4 a 1,7 kilobases, une a 2,1

kilobases et une troisiéme a 2,9 kilobases.
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Figure 6 : Distribution tissulaire des ARN messagers de CAR chez I’Homme,

distribution analogue chez la Souris [21].

B. CAR, un récepteur a activite constitutive ?

Afin d’étudier le fonctionnement de ce nouveau récepteur, le domaine de liaison au ligand
(LDB, Ligand Binding Domain) suppos¢ a été fusionné avec le domaine de liaison a I’ADN
(DBD, DNA Binding Domain) du récepteur aux hormones thyroidiennes (TRP) et co-
transfecté avec un plasmide rapporteur contenant dans sa région promotrice un élément de
réponse des récepteurs a I’hormone thyroidienne. Les auteurs ont observé qu’en 1’absence de
ligand, dans un milieu dépourvu d’hormone thyroidienne, la construction chimére était
capable d’activer le géne rapporteur a hauteur de 60% du taux obtenu en présence de TR et
de son ligand. Cette observation fut le premier pas vers la caractérisation de CAR, un

récepteur a activité constitutive.

Les auteurs ont ainsi montré d’une part que MB67 est capable de se fixer sur une séquence
consensus hexamérique AGGTCA sous forme de répétition directe séparée de cing
nucléotides (DRS) et d’autre part que MB67 est capable de s’associer a RXR pour former un

hétérodimere.
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C. Forme murine de CAR

En 1997, Choi et al. [129] ont identifi¢ la forme murine de MB67 et I’ont nommé CAR pour
Constitutive Androstane Receptor (récepteur constitutif a I’androstane). Le géne codant cette
protéine est soumis a un épissage alternatif donnant naissance a deux protéines CARI et
CAR2. Les deux isoformes comportent un domaine de liaison a I’ADN identique, mais un

domaine de liaison du ligand différent.

La forme CARI1 est trés proche de MB67 et forme de fagon analogue un hétérodimere avec
RXR pour se lier au promoteur de RAR au niveau d’une séquence de type répétition directe
(DR5) et induit I’expression de RAR en I’absence de rétinoide ou de ligand exogene. La
forme CAR2 correspond a la protéine CAR1 tronquée dans la partie C-Terminale au niveau
du domaine de liaison et de dimérisation contenant la région transactivatrice AF-2. Ainsi,
CAR2 n’est pas capable de lier ’ADN ni de s’hétérodimériser avec RXR et n’entre pas en
compétition avec CAR1. D’autres isoformes ont par la suite été décrites a la fois chez la
Souris et le Rat [130]. Les formes murine et humaine partagent un haut degré d’identité de
leur séquence au niveau du domaine de liaison a ’ADN, de la charniére, du domaine de
liaison du ligand et du domaine d’hétérodimérisation. De la méme fagon que chez I’Homme,
la forme murine CAR1 posséde une activité transactivatrice indépendante de la liaison d’un

ligand.

D. CAR, un récepteur nucléaire orphelin
adopté

En 1998, Forman et al. [131] ont montré que CAR possédait des ligands endogénes, mais que
ceux-ci, a I’inverse des agonistes décrits pour les autres récepteurs, bloquaient 1’activité de

CAR de maniére indirecte.

Leurs travaux ont ainsi démontré que CAR était capable, en I’absence de ligand, de recruter
les co-activateurs nécessaires a la fonction de transactivation, mais que l’androstanol et
I’androsténol, ligands endogénes induisaient la libération des co-facteurs empéchant
I’initiation de la transcription. Cependant ils ne s’opposaient pas a 1’hétérodimérisation de

CAR avec RXR. L’androstanol et I’androsténol furent ainsi décrits comme agonistes inverses.
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Dans le cas des récepteurs classiques, la liaison du ligand entraine un changement de
conformation du domaine AF2 qui devient actif [132, 133]. Forman et al. [131], en accord
avec les travaux précédemment menés, ont montré que le domaine de liaison du ligand, en
I’absence de ligand, possédait une conformation active et qu’en présence d’agonistes inverses

CAR perdait cette qualité.

Les androstanes ici testés exercent leur action a la concentration de 400nM, qui est supérieure
au taux d’androstane circulant chez I’Homme [134]. En revanche, la concentration minimale
pour atteindre 50 % de ’inhibition est comparable au niveau d’androstérone présent dans le
tissu adipeux [135]. Cette concentration est inférieure a celles décrites pour d’autres
récepteurs [136-141]. Ces résultats indiquent que les dérivés de 1’androstane pourraient

moduler ’activité de CAR.

Ces expériences ont permis de schématiser le mode d’action de CAR en I’absence de ligand et

en présence d’agoniste inverse :

(A)

Activité
Constitutive
1 A -
——{ AGGTCA-—AGGTCA | Gene Cible
(B) i
ANDROSTANES Agoniste Inverse
=] AGGTCA--AGGTCA | Gene Cible

Figure 7 : Mode d’action de CAR. Le récepteur nucléaire CAR se fixe sous forme
d’hétérodimere avec RXR sur des éléments de réponse comportant une répétition de la
sequence AGGTCA. En l’absence de ligand (A), CAR active la transcription de ses genes
cibles de maniere dite « constitutive ». En présence d’agoniste inverse (B), les androstanes

(androstanol et androsténol), [’activité transactivatrice de CAR est inhibée.
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E. CAR, le récepteur au phénobarbital

En 1998, Honkakoski et al. [142] ont montré que CAR en association avec RXR était capable
d’activer 1’élément de réponse au phénobarbital et de stimuler I’expression d’un gene de la
famille des cytochromes oxydases 2b (Cyp2b). Le premier géne cible de CAR fut ainsi
identifié : Cyp2b10. L’effet activateur du phénobarbital sur CAR a été confirmé par Sueyoshi
et al. [143] qui ont démontré que I’inhibition de CAR par le 3o—androsténol était
contrebalancée par le phénobarbital. La réponse de CAR au phénobarbital a été étudiée par
Kawamoto et al. [144]. Les auteurs ont mis en évidence qu’en 1’absence de ligand, CAR était
présent dans le cytoplasme des hépatocytes primaires et que le phénobarbital induisait la

translocation du récepteur dans le noyau.

II. Structure de CAR

A. Etude phylogénique

Les récepteurs CAR et PXR dériveraient d’un récepteur ancestral commun [145]. A la
différence des mammiferes qui possédent deux récepteurs distincts aux xénobiotiques (CAR
et PXR), les poissons et les oiseaux possédent un récepteur unique (CXR, Chicken X
Receptor). CAR appartient a la famille NR1 des récepteurs nucléaires qui regroupe les
récepteurs PXR, LXR, TR, PPAR, ROR, Rev-erb alpha, VDR et FXR. Les récepteurs CAR,
PXR et VDR composent le sous-groupe NRI1I [146]. A I’exception de CAR qui n’a été
détecté que chez les mammiferes, les autres membres de la famille NR1I (VDR et PXR) sont

présents parmi de nombreuses autres especes.

B. CAR, du géne a la protéine

La forme humaine de CAR est le produit du géne NR13, localisé¢ sur le chromosome 1 locus
1923, mesurant 8,5 Kilobases. La séquence de CAR est composée de 8545 paires de base et
comprend 9 exons, séparés par 8 régions introniques [147, 148]. Les exons 2 a 9 contiennent
la région codante (soit 348 acides aminés) et est en réalit¢ plus courte que I’ADN

complémentaire isolé par Baes et al. en 1994 [21].
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La séquence primaire de CAR présente 43% d’homologie avec PXR, 34% avec VDR et
moins de 30% avec les autres récepteurs nucléaires [149]. Jusqu’a vingt-deux variants de la
forme humaine de CAR ont été décrits, correspondant a différentes combinaisons d’épissage
[147, 148, 150-152]. De nombreux transcrits ont été identifiés dans le foie, alors qu’une seule
isoforme est présente au niveau de I’intestin. L’isoforme 3 de longueur compléte est
considérée comme I’isoforme naturelle. Certaines isoformes résultant de mutations non-sens
sont rapidement dégradées. Certains variants présentent des propriétés de liaison a I’ADN, de
transactivation et de liaison de co-activateurs diminuées [147]. Certaines isoformes
comportent un domaine de liaison a ’ADN et un domaine AF-2 intacts, mais sont incapables
de lier un élément de réponse et d’activer la transcription du fait d’une anomalie de

conformation tridimensionnelle [148].

La découverte de ces nombreux variants pose les questions suivantes :
e Ces isoformes sont-elles présentes chez tous les individus ?
e Le ratio peut-il étre influencé par des facteurs endogenes et la stimulation par les
xénobiotiques ?
e Certaines isoformes sont-elles spécifiques de certains ligands ?
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Figure 8 : Organisation du gene humain codant le récepteur CAR, ARN messager et
protéine. Chez [’Homme, le gene codant CAR est localisé sur le chromosome 1, composé de 9
exons et 8 introns. Vingt-deux isoformes résultant de différentes combinaisons d’épissage ont
été recensées. L’isoforme 3 est considérée comme la forme naturelle. Elle code une protéine
de 348 acides aminés. Le domaine de liaison a I’ADN est codé par les exons 2 et 3, le
domaine charniere (H) par une partie de [’exon 4 et le domaine de liaison du ligand par les
exons 4 a9 [153].
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C. Domaine de liaison a ’ADN de CAR

Le domaine de liaison a I’ADN (DBD, DNA Binding Domain) intervient dans la liaison
spécifique a ’ADN et les phénoménes de dimérisation [154]. Il se présente sous forme
globulaire et contient deux hélices alpha perpendiculaires (hélice 1 et 2), une boucle de
connexion (région T) perpendiculaire a I’axe de I’ADN et une longue hélice alpha (hélice A).
CAR interagit avec 1’élément de réponse de I’ADN grace a I’hélice 1, I’hélice 2 effectuant

moins de contacts ainsi que la région T et I’hélice A [155].
Les ¢léments de réponse de CAR sont organisés :

e sous forme de groupe (PhénoBarbital Responsive Enhancer Modules PBREM). Par
exemple, chez la Souris I’élément de réponse du géne codant Cyp2b10 contient deux

répétitions directes de type DR4 appelées NR 1 et 2 (Nuclear Receptor 1 et 2) [142],

e sous forme simple de répétition directe (DR, Direct Repeat) ou inversée (IR,

Inverted Repeat).

CAR est capable de reconnaitre différents types d’élément de réponse. Ces séquences peuvent

étre spécifiques de CAR ou communes a d’autres récepteurs nucléaires.

Tableau 1 : Eléments de réponse reconnus par CAR (DR : Direct Repeat, IR : Inverted
Repeat, PBREM : Phenobarbital Response Element Module).

ELEMENTS DE REPONSE | GENES CIBLES REFERENCES

Cytochromes oxydases (Cyp2c29 et Cyp2bl
DR4 Y ) o y ) (Cyp ] yp2bl) [156-163]
Inducible Nitric Oxide Synthase (iNos)

IR6 Cytochromes oxydases (Cyp2b6 et Cyp3a5) [164, 165]

Multidrug Resistance-associated Protein 2 (Mrp2)
IR8 [166, 167]
Cytochromes oxydases (Cyplal et 1a2)
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Cytochromes oxydases (Cyp7al)

DR1 ) [168, 169]
Acyl-CoA OXidase (Aox)
Cathepsine 3

DR3 [161, 170-173]
Cytochromes oxydases (Cyp3a4 et Cyp3al)

DR5 Cytochrome oxydase (Cyp2c9) [1271"] 129, 172-

DR2 Enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl-CoA [175]
dehydrogenase

PBREM Cytochromes oxydases (Cyp2b10 et Cyp2b6) [142, 160]

D. Domaine de liaison au ligand de CAR

Il s’agit du domaine le moins conservé parmi les différentes espéces. La forme murine de

CAR présente 94% d’homologie avec la forme humaine, mais seulement 70% au niveau du

domaine de liaison du ligand, ce faible degré d’homologie est retrouvé également avec de tres

nombreuses especes [176].

La poche de liaison du ligand (LBP) est circonscrite par 34 résidus aminés, situés sur la

troisieme hélice (H3). Globalement hydrophobe, cette cavité a une taille moyenne de 500

Angstrom [154, 177, 178] contre environ 1200 pour la forme humaine de PXR et 990 pour

VDR.

La structure secondaire du domaine de liaison du ligand a été décrite par comparaison avec le

récepteur PXR et partage les déterminants constitutifs des autres récepteurs. Il est formé de :

10 hélices alpha : alpha 1 a 10, deux hélices supplémentaires entre les hélices 1 et 3

(alpha2’ et 2°’) et alpha 3’ entre alpha3 et 4,

une hélice alpha AF-2 correspondant au domaine de transactivation dépendant du

ligand,
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e une hélice simple tour Hx entre I’hélice 10 et le domaine de transactivation AF-2,
constituée de 4 résidus aminés, conservée entre les orthologues de CAR chez les

mammiféres [176],

e cinq feuillets béta : Bl et BI’, B2, B3 et B4 [149, 179, 180].

L’étude de I’alignement des séquences et I’analogie avec les autres récepteurs nucléaires déja

décrits ont permis de modéliser le domaine de liaison du ligand de CAR [149].

Site de liaison du ligand
(LBP)

Figure 9 : Modéle structural du domaine de liaison du ligand de la forme humaine de
CAR. La partie N-Terminale est colorée en bleu et la partie C-Terminale en rouge. Les
éléments de la structure secondaire sont dénombrés selon la structure de la forme humaine de
PXR. Le site de liaison du ligand (LBP, Ligand Binding Pocket) est représenté par le cercle
rose [179].

E. Déterminants fonctionnels de CAR

1. Hétérodimérisation de CAR avec RXR

CAR s’hétérodimérise avec le récepteur RXR dans le sens téte-a-queue au niveau du domaine
de liaison au ligand, ce qui favorise la stabilisation de I’hétérodimére. Bien que CAR et RXR
interagissent au niveau de séquences communes aux autres récepteurs (type xKxx, x:
n’importe quel acide aminé et K : Lysine), I’arrangement entre les deux partenaires présente
des particularités ; notamment une plus large interface de dimérisation et une orientation

différente des hélices 7 et 10 formant un angle particulier entre les deux récepteurs [179].
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2. Liaison du ligand sur CAR

a. Liaison du TCPOBOP

Le TCPOBOP (3,3’,5,5’-Tétrachloro-1,4-bis (pyridyloxy)benzene) est un agoniste spécifique
de la forme murine de CAR [181]. Li¢ a son récepteur, il est étroitement enfermé dans le
domaine de liaison du ligand. Cette molécule présente 3 cycles (A, B et C), prend la forme
d’un C, centré au cceur de la cavité de liaison du ligand. Le cycle A est orienté vers les
feuillets B. Le cycle B vers I’hélice 10 et le domaine de transactivation AF-2 et établit des
interactions hydrophobes. Le cycle C interagit directement avec le domaine AF-2 et I’hélice
de liaison (Hx) pour stabiliser AF-2 [154]. La spécificité de CAR pour le TCPOBOP réside

donc dans son domaine C-Terminal [182].

b. Liaison du CITCO et des dérivés prégnanediones

Le CITCO (6-(4-chlorophényl)imidazo[2,1-b][1,3]-thiazole-5-carbaldéhyde-O-(3.4-
dichlorobenzyl)oxime) est un agoniste spécifique de la forme humaine de CAR [183]. La
liaison s’effectue au niveau du domaine de liaison du ligand [179]. Les dérivés prégnandiones
ne présentent pas un pouvoir activateur comparable au TCPOBOP chez la Souris et
induiraient quant a eux peu de changements conformationnels du domaine de liaison du

ligand.

Les résidus impliqués dans la spécificité de reconnaissance de la forme humaine
appartiendraient au moins en partie a 1’hélice 3 [177]. Il existe une différence de dix acides
aminés au niveau de la poche de liaison du ligand de I’Homme et de la Souris. La forme
humaine mesure 675 Angstrom contre environ 500 Angstrdm chez la Souris a I’origine de la

spécificité de reconnaissance du ligand.

c. Desactivation de activite basale de CAR

L’agoniste inverse de CAR, I’androstanol présente un noyau stéroide lui conférant une
conformation plus compacte que le TCPOBOP. La molécule n’occupe pas tout I’espace de la
poche de liaison du ligand, ce qui induit le relachement de I’hélice 10 et le repositionnement
du domaine de transactivation AF-2 [178, 180]. Les co-activateurs sont alors libérés et les co-

répresseurs recrutes.
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Forme active Forme inactive

Figure 10 : Représentation schématique du passage de la forme active a la forme
inactive de CAR en présence de son agoniste inverse, ’androstanol. Sous forme active
(Apo), [’hélice 12 est stabilisée grace a [’hélice X et les liaisons avec les hélices 4 (K205) et
10 (8337) [154, 179], ce qui permet la liaison des co-activateurs par leurs domaines LxxLL
(L : Leucine, x: n’importe quel acide aminé). La liaison de [’androstanol induit
[’effondrement de la poche formée par les hélices 12 et X, induisant la libération des co-

activateurs [184].

3. Interaction de CAR avec ses co-régulateurs

L’étude de la séquence primaire de CAR montre que le domaine formé par I’hélice 12 et le
domaine de transactivation AF-2 est conservé ainsi que la surface d’interaction avec les co-
régulateurs [180]. A [D’état basal, CAR ne lie pas de co-répresseur comme les autres
récepteurs. La fixation des co-régulateurs dépend donc de la présence d’agonistes particuliers

comme par exemple :

e le CITCO, non seulement, stimule le recrutement de co-activateurs mais aussi de co-

répresseurs,

¢ le clotrimazol, antagoniste, réduit la liaison des co-activateurs mais aussi celle des co-

répresseurs,

e Dacide valproique s’oppose a la liaison de histones désacétylases avec CAR et

favorise le recrutement du co-activateur SRC-1 [185],
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e seul le TCPOBOP qui stimule chez la Souris le recrutement de co-activateurs et
diminue celui des co-répresseurs peut étre considéré comme un agoniste « vrai »; alors
que l’androstanol, agoniste inverse, diminue le recrutement des co-activateurs et

augmente celui des co-répresseurs [186].
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Figure 11: Structure chimique de différents ligands du récepteur nucléaire CAR.
CITCO, 6-(4-chlorophényl) imidazo [2,1-b] [1,3]- thiazole-5- carbaldéhyde -O- (3,4-
dichlorobenzyl)oxime, TCPOBOP, 3,3°,5,5 -Tétrachloro-1,4-bis (pyridyloxy)benzene.

a. Les co-activateurs de CAR

Les co-activateurs permettent d’une part I’initiation de la transcription, mais également la
translocation nucléaire de CAR [187]. La liaison des co-activateurs dans le cas de CAR est
possible en 1’absence de ligand et cette liaison est alors renforcée en présence du ligand [155].
La surface d’interaction met en jeu les hélices 3 et 4, le domaine de transactivation AF-2 et la
conformation en double hélice des co-activateurs. Le domaine de liaison du ligand lie les
motifs LxxxxxxLL (L: Leucine et x: n’importe quel acide aminé) des co-activateurs,

notamment :
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e les protéines de la famille p160 notamment SRC-1p1 (Steroid Receptor Coactivator
1p1l), GRIP1 (Glucocorticoid Receptor Interacting Protein 1) [180, 188-191],

e TIF2 (Transcriptional Intermediate Factor 2) [154, 155],

e ASC-2 (Activating Signal Cointegrator-2) et PPRIP (Peroxisome Proliferator-
activated Receptor binding Protein) [192, 193].

b. Les co-répresseurs de CAR

Les séquences des co-répresseurs impliquées dans la liaison a CAR sont les mémes que pour
les autres récepteurs. Il s’agit d’une séquence de type I/LXXXXXXI/V-I (I : Isoleucine, L :
leucine, X : n’importe quel acide aminé et V : Valine) [194], [195].

Le récepteur SHP (Small Heterodimer Partner) inhibe le recrutement des co-activateurs et
recrute directement des co-répresseurs, s’opposant ainsi a 1’activité de CAR [196]. A noter, la
découverte d’un nouveau co-répresseur ; SMILE (SMall heterodimer partner Interacting
LEucine zipper protein) impliqué dans le contrdle direct de CAR mais aussi du récepteur aux
glucocorticoides (GR) et de HNF4 (Hepatic Nuclear Factor 4) par compétition avec les co-

activateurs et le recrutement des histones désacétylases [197].

4. Bases de Pactivité constitutive de CAR

Bien que relativement proche des autres récepteurs, le domaine de liaison du ligand de CAR
(LBD, Ligand Binding Domain) possede des résidus aminés et des motifs particuliers lui
conférant une conformation originale proche de la conformation active des autres récepteurs
appariés a leurs propres ligands. Ainsi, en I’absence de ligand, CAR est capable de lier des co-

activateurs et cette liaison peut alors étre renforcée par la présence d’agonistes [198].

e une courte boucle entre I’hélice 10 et le domaine AF-2 : I’hélice Hx qui rapproche

AF-2 des hélices 3 et 10, I’orientant en conformation active,

e une courte hélice AF-2 qui permet a ’extrémité C-Terminale du domaine de liaison

du ligand d’interagir avec les hélices 4 et 10 [180],
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e une hélice 2 (alpha 2’ et 2°’) plus longue qui rapproche I’hélice 3 et la rigidifie,

e des interactions hydrophobes qui stabilisent I’hélice 12 grace a certains acides
aminés spécifiques de CAR au niveau des hélices 3, 4, 11 et 12, non retrouvés parmi

les autres récepteurs nucléaires [154, 155],

e une particularité de la séquence des hélices 6 et 7 de la forme murine CAR1 dont la
mutation induit une perte de ’activité constitutive [179]. L’insertion a ce niveau de
quatre résidus amino-acides comme dans I’isoforme CAR2 aboutit également a une
perte d’activité [172]. Cette propriété fait de CAR2 un récepteur dépendant du ligand a
la différence de CAR1 [199].

A T’inverse des propriétés énoncées ci-dessus, 1’isoforme 3 de la forme humaine de CAR
exprimée de facon constitutive dans la lignée HepG2, dispose de cinq acides-aminés dans le
domaine de liaison du ligand lui conférant une faible activité basale et une forte capacité

d’inductibilité [200].

5. Localisation cellulaire et translocation de CAR

A 1’état basal, le récepteur CAR est présent au niveau cytosolique dans les cellules hépatiques
primaires [144] et se localise dans le noyau lorsqu’il est activé. En revanche, dans les lignées
cellulaires immortalisées (comme la lignée hépatique Hep G2), CAR est directement présent

au niveau du noyau a I’état basal [21, 201, 202].

a. Phénomeénes de phosphorylation

Dans le cytoplasme, CAR est retenu par un complexe protéique impliquant la protéine de
choc thermique Hsp 90 (Heat Shock Protein) [203], la protéine Ccrp (Cytoplasmic CAR
Retention Protein) [204] et Pplrl6a (sous-unité de la Protéine Phosphatase 1 béta) [205]. La
translocation nucléaire nécessite le recrutement de la phosphatase 2A (PP2A) [144, 203, 206],

responsable de la déphosphorylation des complexes de rétention cytoplasmique.

Koike et al. [207] ont montré que CAR est également capable de gagner la membrane
cellulaire de facon dose-dépendante en réponse au phénobarbital. Bien que CAR ne posséde

pas de séquence-type d’ancrage a la membrane, il semble étre co-localisé a la membrane avec
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la protéine d’ancrage Pplrl6a, inhibant 1’activité de la protéine phosphatase 1b, inhibiteur de

la translocation de CAR [205].

Activation indirecte Activation directe
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Figure 12 : Activation et translocation du récepteur nucléaire CAR. Deux mécanismes
sont impliqués dans la stimulation de la translocation de CAR : mécanisme direct par liaison
du TCPOBOP au domaine de liaison du ligand et mécanisme indirect par induction de la
phosphatase 2A (PP2A4) par le phénobarbital [208]. Le récepteur CAR est retenu dans le
cytoplasme par les protéines Hsp90 et Ccrp, la stimulation de CAR par le TCPOBOP ou le
phénobarbital induit la translocation de CAR et la liaison du co-activateur GRIP1. CAR lie

[’éléement de réponse de son gene cible et induit la transcription.

Les phénomenes de phosphorylation sont primordiaux dans le trafic intracellulaire de CAR ;
ainsi, la rétention de la forme humaine de CAR est dépendante de la phosphorylation du
résidu thréonine 38 (thréonine 48 pour la forme murine) par la protéine kinase C [209]. Le
phénobarbital induit une déphosphorylation du résidu thréonine et provoque la translocation

de CAR. La sérine 202 serait également un site privilégié de phosphorylation [210].
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b. Autres cascades de phosphorylation

La cascade Mek (Mitogen-activated protein kinase Kinase)-Erk (Extracellular signal-
Regulated Kinase) a également été mise en évidence dans la régulation de la translocation de
CAR. Durant la prolifération cellulaire hépatique, 1‘expression du facteur HGF (Hepatic
Growth Factor) diminue I’expression des enzymes de détoxification [211] et s’oppose a
I’activation de la transcription par CAR induite par le phénobarbital ou le TCPOBOP [212].
En fait, HGF active Mek qui phosphoryle Erk, qui a son tour s’oppose a la translocation
nucléaire de CAR et a I’induction de I’expression de Cyp2bl0 par le TCPOBOP ou le
phénobarbital. A D’inverse, les inhibiteurs de la phosphorylation de Erk induisent la

translocation de CAR [213-215].

¢. Domaines de CAR impliqués dans le trafic subcellulaire

Les régions spécialisées dans la translocation de CAR sont :

e le domaine XRS (Xenobiotic Response Sequence) de reconnaissance des

xénobiotiques, domaine spécialisé appartenant au domaine de liaison du ligand,

e le domaine de transactivation AF-2 dont la mutation réduit 1’accumulation induite

par le co-activateur GRIP1 [216],

e le domaine NES (Nuclear Export Signal) identifié dans le domaine de liaison a
I’ADN (DBD) d’autres récepteurs [217], dont la séquence correspondante chez CAR
comporte deux résidus phénylalanines conservés [216, 218], participerait a I’export de
CAR du noyau vers le cytoplasme en I’absence de traitement ou pour mettre fin a

I’activation,

e les domaines de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Signal) sont des
séquences d’adressage responsables du transport des protéines [219]. Deux domaines
NLS ont été identifiés dans la séquence de CAR : NLS 1 dans la région charnicre
(conservé parmi les espéces) et NLS 2 dans le domaine de liaison du ligand [218, 220,
221]. Kanno et al. [222] ont montré que CAR pénétre dans le noyau grace a un
systeme de type importine/RAN-GTP liant le domaine de liaison du ligand de CAR au

niveau de la séquence NLS2,
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e la séquence de rétention cytoplasmique CCR (Cytoplasmic Retention Region) qui
serait un site de liaison potentiel pour la protéine Ccrp (Cytoplasmic Retention Region

Protein) au niveau du domaine de liaison du ligand [220].

DBD LBD
AF2
hEl NLS2 a—
XRS
CCR

Figure 13 : Illustration schématique des domaines fonctionnels de CAR chez le Rat
intervenant dans le trafic subcellulaire du récepteur. Le domaine de liaison a I’ADN
(DBD, DNA Binding Domain) ne posséde pas de séquence d’adressage. Les domaines
intervenant dans la localisation de CAR sont situés dans la région charniere D (NLSI,
Nuclear Localization Signal 1) et dans le domaine de liaison a ’ADN ou DBD, DNA Binding
Domain (NLS2, Nuclear Localization Signal 2 ; XRS, Xenobiotic Response Sequence ; CRR,
Cytoplasmic Retention Region) [220)].

Les protéines de rétention cytoplasmique sont amarrées dans le cytoplasme au sein d’un
réseau de microtubules qui interviendrait ¢galement a la localisation de CAR. Ainsi, les
inhibiteurs des microtubules comme la colchicine et le nocodazole [223, 224] s’opposent a la
stimulation de 1’expression des cytochromes oxydases de la famille 2b par le phénobarbital en
inhibant la translocation de CAR dans les cultures primaires de foie de Rat [225] et en

interférant avec la cascade GR-CAR dans les cultures primaires de foie humain [226, 227].

6. Expression de CAR

a. Expression tissulaire de CAR

CAR est fortement exprimé dans les hépatocytes péri-veineux et la vésicule biliaire [228], les
cellules épithéliales de I'intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon) et a plus faible niveau
dans le cceur, le muscle squelettique, le cerveau, les reins et les poumons [21, 129, 208, 229].
En revanche, CAR est pratiquement indétectable dans le tissu adipeux ou le traitement par

phénobarbital n’induit pas les cibles de CAR [230, 231].

48



b. Différences liées au sexe

En relation avec la répression de I’activit¢ de CAR par I’androstanol (métabolite de la
testostérone), Ledda-Columbano et al. [232] ont montré que les souris femelles répondent
plus efficacement au TCPOBOP que les males. Cet effet semble indépendant de différences
de pharmacocinétique [233]. Il en est de méme pour la réponse au phénobarbital [234-237].
D’autre part, 1’cestradiol active CAR [238] et semble influencer le taux d’expression de CAR
chez les femelles [239].

Ces différences d’expression existent également chez les rats Wistar-Kyoto [240], chez
lesquels les cytochromes oxydases de la famille 3 (responsables de I’hydroxylation de la
testostérone) ne sont pas activées par le TCPOBOP uniquement chez les femelles [241].

L’expression de CAR et son activation seraient donc adaptées au statut hormonal [242].

7. Ligands et modulateurs de CAR

Deux types de molécules sont susceptibles d’induire ou de réprimer 1’activité

transcriptionnelle de CAR :

e les ligands purs comme le TCPOBOP chez la Souris [181] et le CITCO chez
I’Homme [183] qui lient le domaine de liaison du ligand, ainsi que 1’agoniste inverse :

I’androstanol [131],

e les activateurs ne liant pas CAR comme le phénobarbital [144] mais induisant sa

translocation nucléaire.

A présent, de trées nombreux activateurs de CAR ont été identifiés, sans pour autant que la
liaison spécifique ait pu étre mise en évidence. CAR est principalement considéré comme un
récepteur aux molécules exogeénes (xénobiotiques), mais il est également impliqué dans la

reconnaissance de molécules endogenes (cf. Tableau 3 page 54).

49



8. Relations entre CAR et les autres récepteurs
nucléaires

Les récepteurs nucléaires régulent de nombreuses voies métaboliques par une action propre au
niveau de leurs geénes cibles mais forment également un systeme redondant de régulation.

CAR et ses récepteurs apparentés participent ainsi a des voies de régulation communes.

Les déterminants de ces interrelations sont :

des ligands communs générant des phénomenes de compétition,

e la présence d’éléments de réponse communs a l’origine d’une compétition au

niveau des genes cibles,

e le recrutement de co-facteurs qui soit court-circuitent I’activation de CAR ou au

contraire facilitent le recrutement secondaire de CAR (facilitation),

la stimulation ou la répression de CAR via un autre récepteur nucléaire.

Tableau 2 : Interrelations entre CAR et ses récepteurs apparentés (PXR, Pregnane X
Receptor ; GR, Glucocorticoide Receptor; AHR, Aryl-Hydrocarbon Receptor; HNF4,
Hepatic Nuclear Factor 4; PPARa, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor o.; RAR,

Retinoic Acid Receptor ; ER, Estrogen Receptor ; LXR, Liver X Receptor).

RCEPTEURS EFFETS COMMUNS

CAR et PXR  Partagent des ¢léments de réponse communs au niveau des mémes geénes
cibles [161, 162]

CAR et GR Cibles communes : Cyp2c9 [243]

Ligands communs : dexaméthasone active le récepteur aux glucocorticoides
mais aussi 1’activité transcriptionnelle de CAR et I’expression de ses génes
cibles [226]

Régulation directe : présence d’un élément de réponse au récepteur aux
glucocorticoides sur le promoteur humain de CAR [244]
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CAR et AHR

Ligands communs : stimulation de 1’expression de CAR en réponse aux agonistes du
récepteur AHR, [245]

CAR et HNF4

Facilitation : HNF4 permet I’induction par CAR [246-249]

Régulation directe : HNF4 régule positivement 1’expression de CAR dans le foie en
développement [250, 251]

Compétition : CAR entre en compétition avec HNF4 au niveau du recrutement des
co-activateurs et s’oppose a I’activité lipogénique et glucogénique de HNF4 [168]

Compétition au niveau d’¢léments de réponse communs (Cyp7al, 8bl,
phospoénolpyruvate kinase) [168]

CAR et PPARa

Ligands communs : les fibrates se comportent comme des agonistes inverses de
CAR [252], les phtalates ligands de PPARa exercent également leurs effets
indépendamment de PPARa par liaison avec CAR [253]

Régulation directe : CAR possede un élément de réponse a PPAR [254, 255]

Cibles communes : CAR reconnait I’¢lément de réponse de I’Acyl-Coenzyme A
Oxydase (4ox), cible de PPARa [169]

CAR et RAR

Régulation directe : le promoteur humain de CAR posséde un élément de réponse a
RAR [256]

CAR et ER

Compétition : CAR s’oppose a I’effet transcriptionnel du récepteur aux cestrogénes
par compétition au niveau du recrutement de ses co-activateurs [257]

CAR et LXR

Compétition au niveau des mémes éléments de réponse : LXR lie les éléments de
réponse des Cyp2hl et 2b6 et peut s’opposer a 1’action de CAR [258]

Sulfatation et inactivation des oxystérols ligands endogenes de LXR par induction
des enzymes de détoxification par CAR [259]

III. Roles de CAR

Les hommes et les animaux sont exposés a de nombreux produits chimiques potentiellement

toxiques aussi bien d’origine exogeéne (xénobiotiques) qu’endogeéne (endobiotiques). Les

xénobiotiques regroupent tous les composés de I’environnement extérieur : polluants, toxines,

mais aussi les médicaments et les composés d’origine alimentaire. Les endobiotiques

regroupent de nombreux intermédiaires métaboliques comme les lipides et leurs dérivés

(cholestérol et oxystérols, acides biliaires, hormones stéroides et acides gras et les médiateurs

de I’inflammation).
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L’ensemble de ces composés est essentiellement de nature lipophile. Ils traversent la
membrane et peuvent s’accumuler dans les cellules jusqu’a un niveau toxique. Différents
systémes de détoxification sont alors mis en ceuvre afin de protéger la cellule : il s’agit de
réactions de biotransformation générant des dérivés hydrophiles qui seront transportés et
excrétés. Ces réactions sont coordonnées par 1’action conjointe et parfois redondante des
récepteurs nucléaires, notamment le récepteur CAR, son récepteur apparenté PXR [260], ainsi

que le récepteur HNF4 [261].

Bien que CAR soit essentiellement décrit pour son role en tant que xénosenseur, il apparait

¢galement comme un acteur majeur du métabolisme de différentes substances endogenes.

A. CAR et catabolisme des xénobiotiques

Le role de CAR dans le métabolisme des xénobiotiques a initialement été mis en évidence par
I’étude de I’élément de réponse au phénobarbital situé dans la région promotrice des

cytochromes oxydases.

Les cytochromes oxydases forment un systéme complexe de détoxification hépatique
responsable des étapes initiales de transformation des composés lipophiles (réactions de phase
) [262]. Ces enzymes catalysent des réactions d’oxydation, de péroxydation et de réduction
de nombreux composés endogénes comme les stéroides, les acides biliaires, les acides gras,
les prostaglandines et leucotriénes ainsi que le rétinol [263, 264]. Elles sont non seulement
essentielles pour la vie des eucaryotes et la biosynthése des stérols et donc des membranes

mais elles jouent également un role primordial dans le catabolisme des xénobiotiques.

Chez I’'Homme, sur les cinquante-sept enzymes composant la famille des cytochromes
oxydases P450, quinze sont impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques. Les
cytochromes oxydases catalysent la biotransformation de composés pharmacologiques en
catabolites actifs pouvant étre toxiques, il en est de méme pour des produits pro-carcinogenes

[265]. L’ensemble de ce systeme fait I’objet de nombreuses régulations.
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Du fait de leur role dans le catabolisme des composés exogenes, le niveau d’expression basal
des cytochromes oxydases est relativement faible en 1’absence de substrat mais fortement
inductible en présence d’inducteurs enzymatiques. L’inducteur le plus étudié est le
phénobarbital qui stimule un grand nombre de cytochromes oxydases [266]. Cet effet a été

décrit pour la premiére fois dans les années 1960 [267-269].

L’¢élément de réponse au phénobarbital est composé de deux séquences de type répétition
directe (DR4) nommées NR1 et 2. Honkakoski et al. [142] ont alors montré que CAR était
capable de lier NR1 et d’activer la cytochrome oxydase 2b10 en réponse au phénobarbital. En
revanche, NR2 ne semble pas impliqué dans la réponse de CAR au phénobarbital. Dées lors, de

nombreuses €tudes ont permis d’identifier de nouveaux agonistes et activateurs de CAR.
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L’¢limination des composés toxiques met en jeu de nombreuses réactions de
biotransformation (phase I et II) au niveau notamment du foie, mais aussi de I’intestin, du
rein, du poumon et du placenta [322]. Ces réactions permettent d’accroitre le caractére
hydrophile des toxiques et ainsi facilitent leur excrétion. L’élimination des métabolites est

alors assurée par le fonctionnement coordonné de nombreux transporteurs (phase III).

Phase I : regroupe les réactions d’oxydation (hydroxylation et désamination), de réduction et
d’hydrolyse. Les principaux acteurs sont les cytochromes oxydases, notamment la sous-

famille 3a qui est responsable de la transformation de plus de 50% des médicaments.

Phase II: regroupe les réactions de conjugaison. Les enzymes intervenant sont les
sulfotransférases (Sult), les UDP-glucuronyltransférases (Ugt), les NADPH-quinone
oxydoréductases, les NADPH-ménadione réductases, les époxydes hydrolases, les glutathion-

S-transférases (Gst) et les N-acétyltransférases.

Phase III : regroupe les transporteurs hépatiques, biliaires et intestinaux jouant un rdle crucial
dans I’absorption, la distribution et I’excrétion des toxiques. Les principaux transporteurs mis
en jeu sont les glycoprotéines P de la famille Mdr1 (Multi Drug Resistance 1), les protéines de
la famille Mrp (Multidrug Resistance gene-associated Protein) ainsi que les transporteurs de

type Oatp (Organic Anion-Transporting Polypeptide).

La génération de souris déficientes pour CAR par Wei et al. [260] a permis de confirmer le
role prépondérant de ce récepteur dans la régulation des systemes de détoxification. En effet,
les souris déficientes sont incapables d’induire les cytochromes oxydases, notamment
Cyp2bl10, 1al, 1a2 et 3all apres traitement par TCPOBOP ou phénobarbital [260, 323, 324].
Alors que ces souris montrent une diminution du catabolisme de différents xénobiotiques
comme la zoxazolamine et 1’acétaminopheéne [291], les souris sauvages traitées au
phénobarbital catabolisent plus vite les xénobiotiques comme la cocaine et les anesthésiques

[260].
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Cependant, 1’activation de ces différentes voies métaboliques peut avoir des effets déléteres.
En effet, les réactions de transformation géneérent des intermédiaires métaboliques
potentiellement plus toxiques. Par exemple, le catabolisme du paracétamol produit des dérivés
toxiques dont les effets sont annihilés chez les souris déficientes pour CAR [291]. D’autre
part, les inducteurs enzymatiques sont susceptibles d’influencer le métabolisme d’autres
médicaments administrés conjointement. Ainsi, la phénytoine (médicament antiépileptique)
diminue les concentrations circulantes de clozapine (médicament antipsychotique) [341]. De
fagon analogue, les patients épileptiques traités par carbamazépine ont des taux plus

importants de cytochromes oxydases 1al, 1a2, 2b6 et 3a4 [342].

B. CAR et détoxification des composés
endogeénes

Les cytochromes oxydases hydroxylent de la méme facon des composés endogeénes comme
les stéroides, le cholestérol, les acides gras, les vitamines A et D et les acides biliaires [343].
Ainsi, les cibles induites par CAR en réponse aux xénobiotiques interviennent également dans
le catabolisme et I’excrétion de ces composés endogenes. Le traitement par TCPOBOP induit
de facon CAR-dépendante la transformation des hormones stéroides et thyroidiennes, mais

aussi la détoxification des acides biliaires et de la bilirubine.

1. CAR et métabolisme des hormones stéroidiennes

Les premiers modulateurs endogénes identifiés de CAR sont les dérivés de nature
stéroidienne : androstanol et androsténol [131]. L’androstanol diminue 1’activité basale des
formes humaine et murine de CAR, alors que le 5B-prégnane-3,20-dione active faiblement
CAR chez I’Homme et n’a aucun effet chez la souris. De fagon analogue, la progestérone et la

testostérone répriment 1’activité de CAR [208].

A Tinverse, I’cestradiol et 1’cestrone, ainsi que le 3,20-prégnane-dione (métabolite de la
progestérone) stimulent les formes humaine et murine de CAR [160, 238]. Ainsi, I’cestradiol
induit la cytochrome oxydase 2b10 [344] de facon dépendante de CAR [238]. La
déhydroépiandrostérone, stéroide le plus abondant, précurseur des hormones sexuelles
(androgenes et cestrogenes) induit la translocation de CAR mais ses effets persistent chez les

souris déficientes pour CAR [345].
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Réciproquement, CAR est susceptible de moduler le métabolisme de certaines hormones
stéroidiennes. La stimulation de CAR par le TCPOBOP induit le catabolisme des cestrogénes
[346] par induction des cytochromes oxydases de la famille 2b et favorise leur excrétion par
induction de la conjugaison [182, 336]. Bien que les stéroides exercent des effets contrastés,
CAR peut vraisemblablement étre considéré comme un régulateur de la balance des hormones
sexuelles ce qui pourrait expliquer les différences de genre chez les souris traitées par
TCPOBOP avec une réponse accrue chez les femelles [232, 240]. En revanche, les effets
régulateurs des stéroides sur la forme murine de CAR ne sont pas retrouvés chez I’Homme ;
ceci peut s’expliquer par les différences de séquences du domaine de liaison du ligand [182].
De plus la fertilité et le développement ne sont pas affectés chez les souris déficientes pour
CAR ce qui laisse présumer que le récepteur n’a pas d’incidence perceptible sur I’homéostasie

des stéroides en condition physiologique [347].

Tableau 5: Hormones sexuelles susceptibles d’influencer Dactivité du récepteur

nucléaire CAR.

HORMONES ESPECES ACTIVITE MECANISMES REFERENCES

Déhydroépiandrostérone Souris stimulation [345, 348]
et dérivés sulfatés

Androstanol (stéroide) Homme stimulation [131, 270, 349]
Souris inhibition
Sa-androsten-3a-ol et Sa-  Homme inhibition [320]

androstan-17a-ol (stéroide) ¢ .

5p-pregnan-3,20-dione stimulation ~ Liaison au domaine  [270]
(métabolite de la de liaison du ligand
progestérone)

(Estrogenes/androgénes Homme stimulation ~ Liaison des co- [238, 350]
endogenes ou exogenes Souris inhibition régulateurs
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2. CAR et métabolisme des hormones thyroidiennes

L’intervention de CAR dans le métabolisme thyroidien a été mis en évidence par 1’étude du
statut hormonal de patients épileptiques ou d’animaux traités par phénobarbital [351-358].
Ainsi, les patients en hypothyroidie ont besoin de doses plus importantes d’hormone de
substitution s’ils suivent un traitement antiépileptique (phénobarbital, phénytoine ou
carbamazépine) ou antibiotique (rifampicine) ou en cas de déséquilibre hormonal (excés
d’cestrogenes durant la grossesse) [359, 360]. Ainsi, la phenytoine, utilisée comme
anticonvulsivant active la cytochrome oxydase 2¢29 chez ’'Homme [157] et la cytochrome
oxydase 2b6 chez la Souris [163] par I’intermédiaire de CAR et nécessite la mise en place

d’un traitement hormonal de substitution.

Qatanani et al. [361] ont alors démontré que CAR est responsable des effets du phénobarbital
sur le taux circulant d’hormones thyroidiennes. En effet, I’induction spécifique de CAR par le
TCPOBOP induit chez la Souris une augmentation du catabolisme des hormones
thyroidiennes et une diminution du taux circulant de ’hormone T4 en stimulant de fagcon
coordonnée leur conjugaison et sulfatation ainsi que leur élimination. CAR participe donc au
métabolisme thyroidien, en mettant en ceuvre des voies métaboliques semblables a celles

intervenant dans la détoxification des xénobiotiques.

Cette interrelation explique les dysfonctionnements thyroidiens engendrés par I’accumulation
des polluants environnementaux, qui en ciblant CAR induisent des perturbations de
I’homéostasie thyroidienne [362-364]. Ainsi Szabo et al. [365] ont montré que les retardateurs
de flammes sont des agonistes de CAR qui induisent une diminution des hormones
thyroidiennes par augmentation de 1’¢limination biliaire des hormones sous forme conjuguée,
non seulement par stimulation des enzymes de conjugaison mais aussi des transporteurs. De
plus, les retardateurs sont lipophiles et présentent une certaine homologie structurale avec les
hormones thyroidiennes et sont ainsi capables de lier la protéine de transport des hormones

thyroidiennes.

Par ailleurs, Tien et al. [366] ont montré que CAR stimule la déiodinase 1, responsable de la
transformation des hormones thyroidiennes actives en une forme moins active, plus
facilement éliminable et pouvant entrer en compétition avec la forme active au niveau des

transporteurs et des récepteurs.
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Le statut alimentaire, notamment le jeun, induit une augmentation des cibles de CAR corrélée
a une diminution du taux circulant d’hormones thyroidiennes [367]. Ces effets sont annihilés
chez les souris déficientes pour CAR, qui ne présentent aucune modification de leur statut
hormonal en condition de jeun ou aprés injection de TCPOBOP. En effet, le jeun stimule
I’expression du co-activateur PGC-la [368], cofacteur transcriptionnel nécessaire a
I’activation de CAR [369]. Par son rdle dans le métabolisme thyroidien, CAR participerait
¢galement au maintien de [’homéostasie et du poids lors de restriction calorique En effet, les
souris déficientes pour CAR perdent plus de poids que les souris sauvages quand la ration

alimentaire est réduite de 40% [367].

Agonistes CAR
Anticonvulsivants (phénobarbital, phenytoine)
Polluants environnementaux
TCPOBOP
Jeun

I

Déiodoinase 1

; T4 T3
Conversion . ; ‘
(forme active)” ____ (forme inactive)
Conjugaison Glucuronidation Sulfatation
Enzymes de phase Il Ugtlal, Ugt2bl Sult2al
Excrétion Transporteurs biliaires Tr:;s:::rt:;rs
Enzymes de phase Il Mdrl, Mrp2 sy

Oatpla4, Mrp3

«Hormones thyroidiennes

Figure 14 : Role de CAR dans le métabolisme thyroidien. La stimulation de CAR provoque
l’induction des enzymes responsables du catabolisme des hormones thyroidiennes. 1) CAR
stimule la conversion et l'inactivation de [’hormone thyroidienne T4 ; 2) induit la conjugaison
des hormones par les UDP-glucuronosyltransférases (Ugtlal et 2bl) et la sulfatation par la
sulfotransférase Sult2al ; 3) favorise [’excrétion des hormones thyroidiennes par les
transporteurs biliaires Mdr2 (Multi Drug Resistancel) et Mrp2 (Multidrug Resistance gene-
associated Protein2) et hépatiques Oatpla4 (Organic Anion-Transporting Polypeptide 1a4)
et Mrp3 (Multidrug Resistance gene-associated Protein) [361].
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Réciproquement, Ooe et al. [370] ont montré qu’en 1’absence de sérum, les cellules de type
SH (Small Hepatocytes) n’expriment pas CAR et que I’addition d’hormones thyroidiennes

permet de restaurer I’expression du récepteur.

3. CAR et métabolisme de la bilirubine et de ’heme

La bilirubine, produit du catabolisme de 1’hémoglobine est un intermédiaire métabolique
extrémement toxique. Son accumulation est associée a un ictére, une toxicité neurale pouvant
induire une encéphalopathie chez le nouveau-né. L’élimination de la bilirubine est assurée par
I’enzyme Ugtlal qui catalyse la conjugaison avec 1’acide glucuronique qui est alors secrété

dans la bile par le transporteur canaliculaire Mrp2.

Durant de nombreuses années, le phénobarbital a été utilisé dans le traitement de ’ictére
néonatal [371, 372]. Cette propriété est en fait dépendante de CAR. De fagon analogue a
PXR, la stimulation du récepteur nucléaire CAR favorise 1’excrétion de la bilirubine via la
régulation coordonnée des enzymes de conjugaison Ugtlal et Gstal [336, 373] et des
transporteurs Oatp2 et Mrp2 [338]. Réciproquement, les voies d’élimination de la bilirubine
sont moins efficaces chez les souris déficientes pour CAR [373]. La bilirubine ne semble pas
étre un ligand direct de CAR mais induirait de facon similaire au phénobarbital la

translocation nucléaire de CAR [373].

Un des facteurs intervenant dans la maturation hépatique ’oncostatine M (membre de la
famille des interleukines 6) participerait également a la régulation de 1’expression des UDP-
glucuronosyltransférases par CAR. En effet, les prématurés atteints d’hyperbilirubinémie
néonatale présentent des taux anormalement bas d’oncostatine M, corrélés a une baisse de
I’expression de 1'Ugtla et une altération de I’élimination de bilirubine. Masuyama et al. [374]
ont ainsi mis en évidence que I’oncostatine M stimule in vivo et in vitro le catabolisme de la

bilirubine via CAR.

Bien que la synthese de I’héme soit stimulée par le traitement au phénobarbital, cet effet
semble en partie indépendant de CAR, puisque le phénobarbital induit I’expression de la 5-
aminolevulinic acide synthase 1, enzyme clef de la biosynthése de I’héme méme chez les

souris déficientes pour CAR [375].
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4. Existence d’autres régulateurs endogenes de CAR

Les facteurs endogénes capables de moduler 1’activité transcriptionnelle et I'expression de

CAR décrits dans la littérature sont recensés ci-dessous.

Tableau 6 : Régulateurs endogénes potentiels du récepteur nucléaire CAR.

FACTEURS ENDOGNES MODELES ACTION REFERENCES
Médiateurs de I’inflammation (arthrite et [374, 376-382]
réponse au lipopolysaccharide) :

IL 6 et oncostatine M Hépatocytes primaires  stimulation

IL1-, TNFa humains inhibition

Souris et hépatocytes
primaires humains

Hypoxie : HIF-1, AP1 Lapin stimulation [383]

Régénération hépatique : facteur de Souris inhibition [211]
croissance hépatique

Jeun : AMPc, HNF40, PGCla Souris [250, 384]

C. CAR et prolifération hépatique

Les inducteurs enzymatiques ne lient pas et n’endommagent pas ’ADN, mais augmentent la
prolifération cellulaire et diminuent ’apoptose [385]. L’augmentation de la ploidie est alors
associée a une augmentation de I’activité métabolique. Bien que I’augmentation de la masse
hépatique soit transitoire (mécanisme adaptatif) pour permettre 1’élimination des

xénobiotiques, cela favorise la création d’environnement pro-tumoral.
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Le TCPOBOP et le phénobarbital ont ainsi été décrits comme des hépatocarcinogenes non
génotoxiques. En effet, le phénobarbital est connu pour induire des tumeurs chez la Souris et
le Rat par hyperplasie hépatique [386]. Le TCPOBOP est un puissant agent mitogéne
notamment chez la Souris [387-390]. Il favorise le développement de tumeurs de la sphére
oto-rhino-laryngée chez le Rat mais pas le développement de tumeurs hépatocellulaires [391].
Alors que le phénobarbital est rapidement éliminé¢ du foie, le TCPOBOP persiste plus
longtemps dans 1’organisme [392], ainsi 1’induction de la cytochrome oxydase 2b10 persiste

au-dela de trois jours apres I’arrét du TCPOBOP.

Des études indépendantes ont montré le role central de CAR dans le processus cancéreux
induit par le phénobarbital [393-396] et le TCPOBOP [397]. Les effets du TCPOBOP sur la
prolifération hépatique sont dépendants de CAR, ainsi les souris déficientes pour le récepteur
CAR ne développent pas de prolifération cellulaire en réponse au TCPOBOP [260]. CAR est
donc requis pour le développement d’une hépatomégalie en réponse aux xénobiotiques. La
stimulation de CAR induit une hyperplasie et une hypertrophie en stimulant I’expression du
gene de prolifération cellulaire Mdm?2 (Mouse Double Minute-2), associée a 1’induction de la

réplication de I’ADN et la suppression de I’apoptose [398, 399].

Il existe des différences inter-espéces : en effet, le traitement chronique par barbiturique induit
une carcinogenese chez les souris humanisées pour CAR, mais n’est pas associé a une
augmentation de I’incidence de tumeurs hépatiques chez ’'Homme [400]. De méme, les
modeles murins humanisés pour CAR présentent une hypertrophie hépatique sans hyperplasie
[401]. De maniere générale, ’Homme semblerait plus résistant que la Souris aux tumeurs

(doses plus faibles, télomeres plus courts) [402].

A TDinverse, de nombreux geénes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire ont été
identifiés comme cibles de CAR, notamment ; Mcll (Myeloid Cell Leukemia sequence 1) :
protéine anti-apoptotique impliquée dans la protection du foie lors de I’apoptose induite en
réponse aux agressions hépatocellulaires par les acides biliaires [403]. CAR agit au niveau de
de nombreuses protéines régulant le cycle cellulaire notamment la cycline D1, FoxOml
(Forkhead bOX M1) et stimule 1’expression de Gadd45 (Growth Arrest and DNA-Damage-
inducible), protéines impliquées dans la prévention de 1’apoptose [389, 397, 404]. Ainsi, in
vivo, le traitement par TCPOBOP n’altére pas le bilan hépatique et ne semble donc pas

exercer d’effet toxique sur le foie [230].
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D. CAR et métabolisme des acides biliaires

Les acides biliaires participent a la création d’un gradient et stimulent le flux biliaire et par
conséquent 1’élimination des toxiques. Grace a son role dans la régulation des systémes de

détoxification, CAR participe également a I’homéostasie des acides biliaires.

Au méme titre que pour certains xénobiotiques, la toxicité des acides biliaires est accrue chez
les souris CAR déficientes [162, 260, 405]. En conditions pathologiques (ligature biliaire et
cholestase), les souris déficientes pour CAR et/ou PXR développent plus de nécrose au niveau
hépatique. Ce phénomene est associé a la stimulation de I’expression des génes impliqués
dans I’inflammation et le remodelage [406, 407]. Ces observations démontrent donc un role

important de CAR dans la détoxification des acides biliaires chez la souris.

L’acide biliaire le plus hydrophobe et le plus toxique est 1’acide lithocholique, responsable
des dommages hépatiques lors des cholestases. Cet effet est contrecarré par [’action
coordonnée de cytochromes oxydases (phase I) et d’enzymes de conjugaison (phase II) qui
vont hydroxyler 1’acide lithocholique et 1’éliminer. Dans le cas d’un régime enrichi en acides
biliaires, I’activation de CAR par son ligand spécifique TCPOBOP [181] ou la surexpression
constitutive de CAR sont capables de réduire les niveaux plasmatiques d’acides biliaires et de
prévenir ’hépatotoxicité des acides lithocholique et cholique [162, 335, 347, 381, 405, 407-
411]. Les effets protecteurs de CAR sont liés a la régulation coordonnée du systéme de
détoxification hépatique impliquant les enzymes de phase I, II et III, ce qui permet de limiter
les dommages tissulaires hépatiques [407] et diminuer les niveaux d’acides biliaires

circulants.

Nota bene : bien que [’acide lithocholique active I’expression de CAR notamment chez les

souris déficientes pour FXR ou PXR, aucune liaison directe n’a été mise en évidence.
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Les différentes études mentionnées dans le tableau ci-dessus montrent que CAR induit la
transformation et 1’élimination des acides biliaires aussi bien en conditions physiologiques
que pathologiques. Ainsi, le TCPOBOP et le phénobarbital sont capables de stimuler le
niveau d’expression basal des systémes de détoxification et d’induire la diminution de la

bilirubine et des acides biliaires du sérum [409].

Bien que le métabolisme biliaire soit régulé par I’action coordonnée des récepteurs FXR et
PXR, CAR est capable d’exercer ses effets protecteurs indépendamment des autres récepteurs
nucléaires [347]. Il semble méme que CAR constitue en quelque sorte une troisiéme ligne de
défense contre la toxicité des acides biliaires. En effet, le niveau d’expression de CAR et de
ses genes cibles est augmenté chez les souris déficientes pour FXR et PXR sous régime
enrichi en acide cholique. Les effets protecteurs de CAR sont majorés par le prétraitement au
TCPOBOP ou phénobarbital et suffisant pour protéger le foie de la toxicité des acides
biliaires [410]. Certains des effets de CAR semblent néanmoins dépendants d’autres
récepteurs nucléaires. Ainsi, le TCPOBOP induit I’expression du récepteur PXR, élément

majeur du catabolisme des acides biliaires [415].

Il apparait toutefois que le role régulateur de CAR s’exerce différemment selon les conditions
physiopathologiques ; dans le cas de la ligature biliaire, les souris déficientes pour CAR
présentent plus de I€sions hépatiques que les souris sauvages. Les mécanismes de protection
s’apparentent a ceux observés lors des régimes riches en acides biliaires (diminution de
I’import hépatique, stimulation de la conjugaison), mais paradoxalement la concentration
plasmatique totale en acides biliaires est réduite chez les souris déficientes [406]. De plus, la
composition du pool d’acides biliaires est différente ; les souris sauvages, plus résistantes,
présentent des taux plus importants d’acides biliaires hydrosolubles, ainsi qu’une
concentration en acides biliaires hépatiques et vésiculaires plus élevée, ceci serait le résultat
non pas d’une synthese accrue en acides biliaires, mais plutot d’une meilleure efficacité de
transformation des acides biliaires par la voie alternative (voie des oxystérols). A I’opposé,
chez les souris déficientes, la voie classique semble privilégiée avec une perte de la répression

de Cyp7bl.

Wagner et al. [409] rapportent que la stimulation de CAR dans ces mémes conditions,
modifie le niveau d’hydroxylation, diminue les acides biliaires plasmatiques et augmente leur

excrétion urinaire.
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E. CAR et métabolisme des lipides

1. Effet du phénobarbital sur le bilan lipidique et le
risque cardio-vasculaire

De nombreuses ¢études, parfois anciennes, réalisées a la fois a partir de données
épidémiologiques chez des patients €pileptiques traités par phénobarbital et chez les animaux
rapportent des résultats contradictoires sur le bilan lipidique et la susceptibilit¢ a

I’athérosclérose.

a. Données épidémiologiques

Différentes études rapportent une augmentation du cholestérol plasmatique chez des patients
traités de maniére chronique [355, 416-419]. Le traitement par phénobarbital est alors associé
a des modifications du profil lipoprotéique ; certaines études montrent une diminution de
I’athérogénicité [420], avec augmentation du cholestérol HDL (High Density Lipoprotein)
[418, 421, 422] ainsi qu’une diminution du taux de triglycérides [423]. A I’inverse, certains
auteurs rapportent une augmentation du cholestérol LDL (Low Density Lipoprotein) [424] et
des triglycérides. Un des mécanismes alors avancé mettrait en jeu I’utilisation compétitive des

cytochromes oxydases et une réduction de la transformation du cholestérol en acides biliaires.

Globalement, I’ensemble des études offre des résultats contradictoires a propos du réel effet
des différentes classes d’anticonvulsivants. Ces différences sont vraisemblablement en partie
attribuables au manque de sélectivité du phénobarbital (double agoniste CAR et PXR chez
I’Homme et activateur de PPARa chez les souris déficientes pour CAR et PXR) [425, 426], a
ses effets pléiotropes sur diverses voies métaboliques ainsi qu’a son utilisation en association

avec d’autres anticonvulsivants comme la phénytoine (double agoniste CAR/PXR) [427].

Par ailleurs, un des effets métaboliques majeurs du phénobarbital concerne ’homéostasie du
glucose ; ainsi, le traitement a long terme diminue la glycémie chez les diabétiques de type II

[428, 429]. Cet effet serait au moins en partie dépendant de CAR [168, 324, 387, 430, 431].
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b. Effets du phénobarbital chez I’Animal

Des effets du phénobarbital comparables a I’'Homme sont retrouvés chez les rongeurs [432].
L’analyse transcriptomique d’extraits de foie provenant de rats traités au phénobarbital
montre une stimulation des genes impliqués 1) dans la synthése du cholestérol, associée a une
augmentation du cholestérol plasmatique, 2) dans la lipolyse notamment avec la stimulation
de la lipoprotéine lipase, associée a une diminution du taux d’acides gras libres et de

triglycérides circulants [433].

Chez I’'Homme [428], le traitement par phénobarbital diminue la glycémie des patients
diabétiques et réprime 1’expression des enzymes impliquées dans la néoglucogenése chez le
Rat [387, 429]. Néanmoins, le phénobarbital n’est pas un agoniste sélectif de CAR et il est
hautement probable qu’une grande partie des effets du phénobarbital soit indépendante de la
présence de CAR ; ainsi le traitement par phénobarbital de souris CAR-déficientes induit une
augmentation de la synthése du cholestérol par stimulation de la squaléne époxydase [434].
Cette induction est plus importante chez les déficientes pour CAR que chez les souris
sauvages, laissant supposer que CAR pourrait limiter la synthése de cholestérol au niveau

basal et en présence d’agonistes spécifiques [434].

2. CAR et métabolisme des triglycérides et stéatose
hépatique

Récemment, I’impact de CAR sur le métabolisme de triglycérides a fait 1’objet de plusieurs
¢tudes indépendantes [23, 230, 340, 384, 435-437]. Cependant, les résultats obtenus sont

contradictoires.

D’une part, il a été démontré que l’activation pharmacologique de CAR diminuait la
triglycéridémie et la stéatose hépatique par inhibition de la lipogenese hépatique [230, 435-
437]. Le traitement de souris sauvages par le TCPOBOP a permis de mettre en évidence que
CAR est capable de stimuler I’expression du facteur Insig-1 [388, 437, 438]. L’induction
d’Insig-1 est alors associée a une diminution du clivage de la protéine Srebplc et s’oppose
ainsi au role transactivateur de Srebplc sur I’expression de ses genes cibles notamment Fas
(Fatty Acid Synthase), Scdl (Stearoyl-Coenzyme A Desaturase 1) et Acc (Acetyl-Coenzyme

A Carboxylase) impliqués dans la lipogenése de novo.
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Le traitement de souris diabétiques obéses par TCPOBOP confirme 1’effet de CAR sur la
lipogenése. Gao et al.[230] observent une diminution de 1’expression hépatique de Scd1, Acc,
Fas, et Srebplc qui se traduit au niveau plasmatique par une diminution de la triglycéridémie.
Il est par ailleurs important de souligner que I’expression des geénes intervenant dans
I’absorption intestinale n’est pas altérée par le traitement et n’engendre pas de modification de

I’excrétion des triglycérides dans les féces.

A D’inverse, d’autres études démontrent que CAR joue un rdle négatif sur le métabolisme des
triglycérides. Maglich et al. [367, 384] rapportent que la déficience de CAR protége contre
I’hypertriglycéridémie observée chez les souris diabétiques déficientes pour le géne de la
leptine ou provoquée par régimes gras. Inversement, le traitement par TCPOBOP de souris de
type sauvage placées sous régime gras induit une augmentation des triglycérides
plasmatiques. Rezen et al. [23] observent également une telle augmentation chez les souris
sauvages sous régime standard avec d’une part une induction de la lipogenese et de la
cétogenese, et d’autre part une répression de la B-oxydation mitochondriale ainsi qu’une
stimulation de I’expression de la pyruvate déshydrogénase béta impliquée dans la formation

de I’acéyl-Coenzyme A, substrat servant a la formation du cholestérol et des triglycérides.

3. Interférences entre CAR et les voies métaboliques
dépendantes de PPARa

Les différences observées quant au role de CAR dans le métabolisme des triglycérides
pourraient en partie s’expliquer par la relation existant entre CAR et le récepteur PPARa,
acteur majeur du métabolisme des acides gras et des triglycérides au niveau hépatique [20,
439, 440]. En effet, CAR et PPARa régulent un certain nombre de génes communs mais
exercent des effets souvent opposés sur les mémes voies métaboliques, notamment

I’oxydation des acides gras.

In vivo, I’activation pharmacologique de CAR chez des souris de type sauvage placées sous
régime enrichi en graisses, diminue I’expression de PPARa et de ses génes cibles Cyp4al4,
Cptla (Carnitine Palmytoyl Transferasela) et Cte (Cytosolic Acyl-Coenzyme A Thioesterase)
[384]. Ainsi, le traitement par TCPOBOP induit une diminution globale de I’oxydation des
acides gras chez les souris sauvages et participerait a I’augmentation de la triglycéridémie

[384].
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Inversement, la déficience pour CAR est associée a une augmentation de 1’expression de
PPARa et des ses cibles et se traduit par une augmentation du niveau de B-oxydation. Par
conséquent, la déficience de CAR chez les souris diabétiques restaure les niveaux de

triglycérides plasmatiques a un niveau normal [384].

Enfin, CAR intervient dans 1’w-oxydation microsomale en s’opposant a [’activation des
cytochromes oxydases 4al4 et 4al0 [182, 367, 436], deux enzymes clefs responsables de

stress oxydatif qui sont elles-mémes connues pour étre des cibles de PPARa.

Les mécanismes d’interaction entre CAR et PPAR« sont les suivants :

e Compétition pour la fixation sur le promoteur des génes cibles. Par exemple
CAR est capable de lier I’élément de réponse a PPAR (PPRE, PPAR Response
Element) de certains génes cibles de PPARa. CAR diminue ainsi la transactivation
de I’acyl-Coenzyme A oxydase (premiere enzyme limitante de la B-oxydation) et a

I’inverse stimule 1’énoyl-Coenzyme A hydratase/3-hydroxyacyl-Coenzyme [175].

e Inhibition indirecte des voies d’activation de PPARa par CAR. La stimulation
de CAR par le TCPOBOP diminue ’expression de 1’¢longase 5 (Elov5) et de la
Lipinl et inhiberait ainsi indirectement des voies dépendantes de PPARa [384]; en
effet la Lipinl active les voies cibles de PPARa/PGCla notamment la -oxydation
et la phosphorylation oxydative mitochondriale [441] et contrdle 1’expression de
PPARa. De son coté, Elov5 catalyse la synthese d’acides gras a tres longue chaine

[442], ligands de PPARa [384].

Les effets de CAR sur les voies PPARa semblent dépendre de la durée de traitement par
TCPOBOP ; ainsi, I’expression de PPARa et de ses geénes cibles est abolie apres huit
semaines de traitement alors qu’un traitement unique diminue certes 1’expression de PPARa
mais pas celle de ses genes cibles [435]. De facon réciproque, CAR est régulé¢ par PPARa.
Mais les études rapportent des résultats contradictoires quant au pouvoir activateur ou

répresseur de PPARa sur CAR.
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Tout d’abord, I’expression de CAR est augmentée chez les souris déficientes pour PPARa et
n’est pas stimulée en réponse au fénofibrate [443].Les acides gras libérés au cours du jeun
ainsi que les agonistes PPARa induisent non seulement PPARa mais aussi CAR via un
¢lément de réponse a PPARa sur le promoteur de CAR [254, 367]. Les agonistes PPARa
induisent donc 1’expression de CAR de fagon PPARa-dépendante [255] et potentialisent les
effets du phénobarbital sur I’induction des génes cibles de CAR [254].

Par ailleurs, Guo et al. [252] ont montré que les agonistes PPARa induisent la translocation
nucléaire de CAR indépendamment de la présence de PPARa. A I'inverse de la translocation
induite par le phénobarbital ou le TCPOBOP, la translocation induite par les agonistes PPARa
ne s’accompagne pas d’une stimulation de I’activité de CAR, mais plutdt d’une répression de
son activité par liaison directe et fonctionnerait ainsi comme un agoniste inverse. En accord
avec ce role répresseur, Columbano et al. [444] ont observé que la réponse de CAR au

TCPOBOP est amplifiée chez les souris déficientes pour PPARa.

4. CAR et métabolisme du cholestérol

L’activation de CAR module le profil lipoprotéique au moins chez la souris. Ainsi, Stedman
et al. [406] ont montré que les souris déficientes pour CAR présentent une augmentation du
taux de cholestérol HDL en condition de cholestase, suggérant un role négatif de CAR sur le

métabolisme des HDL dans ces conditions.

De maniére concordante, des études conduites dans notre laboratoire [22] ont démontré que la
stimulation de CAR par son agoniste spécifique (TCPOBOP) provoquait chez des souris
sauvages une diminution de 50% du cholestérol notamment au niveau de la fraction HDL
(fraction principale véhiculant le cholestérol chez les souris sauvages) et dans une moindre
mesure de la fraction LDL, sans affecter la triglycéridémie. Les souris surexprimant le gene
humain de I’apolipoprotéine Al, constituant majeur des HDL, traitées par TCPOBOP
présentent une majoration du phénotype avec une diminution de 60% du cholestérol HDL. La
diminution du cholestérol HDL est alors associée a la diminution du niveau plasmatique
I’apolipoprotéine Al Il semblerait que ces effets soit au moins en partie dus a une répression
de la transcription du gene de I’apolipoprotéine AI au niveau hépatique par CAR par

compétition avec HNF4.
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Enfin, une étude récente a montré que le traitement par TCPOBOP induit une diminution du
taux de cholestérol plasmatique chez les souris de type sauvage sous régime standard mais
aussi en condition de surcharge en cholestérol [23]. En plus de I’effet mentionné
précédemment sur le cholestérol HDL, I’activation de CAR diminue dans ces conditions, le
cholestérol circulant associé¢ aux LDL en stimulant leur capture hépatique via I’induction du
récepteur aux LDL et s’oppose a ’accumulation hépatique du cholestérol en stimulant
I’expression des enzymes de synthese des acides biliaires et les systemes d’élimination de ces
molécules. Ces données sont similaires a celles obtenues dans notre laboratoire et présentée

lors du chapitre précédent.

Une analyse transcriptomique compléte du foie de ces souris montrait que parallélement,
I’acétyl-Coenzyme A acétyltransférase 2, enzyme clef de D’estérification du cholestérol
destiné aux VLDL était réprimée. Certains genes impliqués dans la syntheése du cholestérol
étaient induits, notamment ceux codant la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-Coenzyme A
réductase, la squaléne €époxidase, la lanostérol synthase et la stérol-C5-désaturase, mais cet
effet n’était pas associ¢ a une augmentation du ratio lathostérol/cholestérol indiquant que

I’activation de CAR n’augmentait pas la biosynthése du cholestérol.

De leur c6té, Roth et al. [437] ont observé que 1’activation de CAR entrainait une diminution
du contenu hépatique en cholestérol associée a la répression de I’expression de la 3-hydroxy-
3-méthylglutaryl-Coenzyme A réductase. Deux types de mécanismes sont alors proposés par
les auteurs pour expliquer I’inhibition de cette enzyme : 1) induction de la dégradation par les
intermédiaires de la biosynthése du cholestérol (lanostérol et ses dérivés oxydés, les
oxystérols), 2) répression de la transcription par le cholestérol provenant de la capture des
LDL ou nouvellement synthétis¢ via Insigl qui s’oppose a D’activité transactivatrice de

Srebplec.

L’ensemble de ces observations ne refletent cependant pas les conditions dans lesquelles ont
¢té observées les variations du bilan lipidique rapportées dans le cadre d’un traitement
médicamenteux par phénobarbital chez ’Homme. L’objectif des travaux rapportés dans ce
manuscrit est de déterminer les effets d’une stimulation chronique et spécifique de CAR sur le
métabolisme des lipides et la susceptibilité a 1’athérosclérose chez des souris présentant un
profil lipoprotéique proche de I’Homme dans le cadre d’une surcharge alimentaire en

cholestérol.

81



ETUDE EXPERIMENTALE

82



ARTICLE 1

CAR controle I’expression de genes impliqués dans 1’hydroxylation, la conjugaison et
I’excrétion de molécules exogénes potentiellement toxiques [260, 323, 445]. 1l intervient
¢galement dans le métabolisme des composés endogénes comme les acides biliaires, la
bilirubine, les triglycérides et les hormones thyroidiennes [367, 373, 446, 447]. Une des
fonctions reconnues de CAR est sa capacité a promouvoir la détoxification des acides biliaires
en conditions de cholestase (ligature des voies biliaires ou surcharge alimentaire en acide
biliaires hydrophobes) [347, 406, 409, 410, 412]. Son activation pharmacologique induit la
transformation des acides biliaires en composés hydrophiles moins hépatotoxiques et leur
¢limination via les mécanismes précédemment évoqués [335, 408, 409]. A Dlinverse, la
déficience de CAR induit une exacerbation des dommages hépatiques [406, 412, 448]. A la
différence d’autres récepteurs nucléaires, cet effet protecteur n’est apparemment pas en

rapport avec une inhibition de synthése des acides biliaires [412].

I. Obijectifs de I’étude

Le but de notre travail était donc de déterminer si CAR pouvait moduler 1’élimination du
cholestérol soit directement soit sous forme d’acides biliaires non plus en situation de
cholestase mais chez des souris soumises a une surcharge alimentaire en cholestérol. En effet,
le cholestérol est le premier précurseur des acides biliaires et sa sécrétion biliaire soit sous
forme de cholestérol, soit sous forme d’acides biliaires est la principale voie d’élimination du
cholestérol excédentaire du corps. Pour cela, des souris de type sauvage et déficientes pour le
géne de CAR ainsi que deux modéles de souris dyslipidémiques ont été placées sous régime
enrichi a 0,15% de cholestérol et traitées de facon hebdomadaire par 3,3’,5,5’-Tétrachloro-
1,4-bis(pyridyloxy)benzene (TCPOBOP), agoniste sélectif du récepteur CAR. Nous avons
évalué D’efficacité des voies d’élimination du cholestérol et des acides biliaires chez ces
souris. L expression des principaux genes impliqués dans le métabolisme des acides biliaires
et du cholestérol aux niveaux hépatique et iléal a été mesurée par PCR en temps réel et par
western blot. L’élimination fécale des stérols neutres et des acides biliaires a été mesurée par
chromatographie en phase gazeuse. Enfin la cinétique d’élimination du cholestérol endogene
a été mesurée apres injection de lipoprotéines de haute densité marquées avec du cholestérol

radioactif.
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Abstract

Background and aims: The constitutive androstane receptor (CAR) is a nuclear receptor
expressed in the liver and involved in xenobiotic metabolism. The aim of this study was to
assess whether pharmacological CAR activation could affect neutral sterol and bile acid
elimination under conditions of cholesterol overload.

Methods: Wild type, Car-/-, ApoE-/- and low-density lipaprotein receptor {(Ldlr) </~ mice fed
a western-type diet were treated with the CAR agonist TCPOBOP,

Results: CAR activation was associated with a decrease in fecal uho]gslerﬁl output related to
the repression of the Abcgd/g8 cholesterol transporters. In contrast, TEPOBOP treatment
induced o marked increase (up to three fold, P<0.01) in the elimination of fecal bile acids. It
was related in the hver to the coordinated induction of gemfs invalved in synthesis, sulfo-
conjugation and excretion of bile acids s well as the repression of the ileal apical sodium-
dependent bile acid transporter. Tmportantly, cholesterol accumulation was reduced in the
liver of TCPOBOP-treated animals. In all cases, TCPOBOP had no effect in Car-/- mice. To
determine directly whether CAR activation could affect the elimination of endogenous
cholesterol, kinetic studies. were performed with high-density lipoproteins (HDL) labelled
with *H-cholesteryl esters. We abserved that TCPOBOP-treated mice excreted more HDL
cholesterol-derived bile acids in their feces. Finally, long-term CAR activation was associated
with decreases in cholesterol content of the whole body and atherosclerosis susceptibility.
Conclusions: CAR 1s involved in the control of cholesterol and bile acid homeostasis,
sincreasing reverse cholesterol transport under hyperlipidemic conditions.

World count of the abstract : 242

Keywords: Constitutive androstane receptor, TCPOBOP, Bile acids; High density

lipoproteins, cholesterol.
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Introduction

The nuclear receptor Constitutive Androstane Receptor (CAR, NR1I3} is a xenobiotic sensor
that controls the expression of genes involved in the hydroxylation. conjugation and finally
excretion of potentially harmful exogenous molecules [1-3]. In addition to these well-
recognized functions, CAR plavs a role in the metabolism of endogenous compounds such as
bile acids, bilirubin, triglycerides and thyroid hormones [2, 4], With regard to sterol
metabolism, several independent studies have demonstrated that CAR is ableto moadulate
plasma lipoprotein levels [3, 6] and one of the well recognized function-of CAR is its ability
to promote bile acid detoxification during cholestasis [7-11]. Unlike other nuclear receptors
such as the Farnesoid X Receptor (FXR) or the Pregnane X Reeeptor (PXR), CAR does not
seem to be directly activated by bile acids [1, 8, 11]. Nevertheless, it plays an important role
by inducing the production of more hydrophilicand less hepatotoxic bile acids [7]. both
through stimulation of their conjugation [ 12] and activation of their excretion from
hepatocytes through alternative export pathways [ 10, 13]. The importance of CAR has been
demonstrated in vive in murng f:_mdbls of cholestasis (bile duct ligation) or in mice fed with
bile acid-enriched diets [T, &, 10, 11]. In these models, pharmacological CAR activation
reduced bile acid miicity [7. 8, 11] while, in contrast, CAR deficiency resulted in an
exacerbationof Jiver damage [7, 9. 12]. Interestingly, CAR seems to exert its protective
effects.during cholestasis by stimulating bile acid elimination rather than turning off their
synﬂmsis [7]. Therefore, we wanted to investigate whether CAR activation could also
modulate the elimination of cholesterol, i.e. the primary bile acid precursor, in mice fed
cholesterol-enriched diet. Indeed, biliary seeretion of cholesterol and bile acids is a major
pathway to remove excess cholesterol from the body. To address this question, WT mice, Car-
/- mice and two hypercholesterolemic mouse models {ApoE-/- and Ldlr-/~ mice} were fed a

western-type diet containing 0.15% cholesteral and treated weekly with the CAR specific
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agonist 3.3 .55 -Tetrachloro-1.4-bis(pyridyloxy)benzene (TCPOBOP) [14]. At the end of the
treatment, the effect of CAR activation on sterol output as well as on expression of the main
genes involved in bile acid and sterol metabolism was evaluated. We found that CAR
activation resulted i a marked increase in fecal bile acid loss that was associated with a
reduction in neutral sterol output. By using plasma lipoproteins labelled with "H-cholesteryl
esters, we observed that CAR activation was able to stimulate the elimination of chiglesterol
derived from HDL via its conversion into bile acids, f.e. the final step of the reverse
cholesterol transport pathway. Altogether these data suggest that CAR activation is able to

improve cholesterol homeostasis during diet-induced hypercholesterolemia,
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Materials and methods

A complete and detailed Matenal and Methods section 1s available online in the supporting
information.

Animals: WT, Car-(- [3], Ldlr-/- and ApoE-/- mice on a homogenous C57Bl§ background
{Jackson laboratory, Bar Harbor, Maine) were used in the present study. TEPOBOP (Sigma-
Aldrich, 5t. Louis, MO) was given at a dose of 3 mglkg to the mice by a weekly
intraperitoneal injection. The animals were fed a western-type diet (21% fat and 0.2%
cholesterol, Safe, Augy, France or Diet 88137 (Harlan Tekland, Madison, WL). All
experimental procedures were in accordance with' the local guidelines for animal
experimentation. Reverse cholesterol transport: Mice were injected in the tail vein with
high-density lipoproteins (HDL) labelled with "H-chnlesiery] esters, Blood samples, hivers
and feces were collected up to 48 hoafter injection. Aliquots of the samples were used for total
radioactivity determination or for seléctive extraction of neutral sterols and hile acids before
scintillation counting. Wi_mlc bﬂa)’ cholesterol content determination: Cholesterol content
was determined by an enzymatic method after digestion of the mouse bodies including the
washed gastromtestinal tract in ethanol/KOH. Atheroselerosis lesions: % of the total surface
area covered by atherosclerosis lesions was determined by en face analysis of aorta after
staining with oil red O. Real time PCR: Relaive mRNA levels were determined by real time
PCR using a Light-Cycler 2.0 (Roche, Meylan, France). Western blot analysis: Total protein
extracts in RIPA buffer (30 pg) were used for western blot analysis. Sterol and bile acid
concentration: Levels ol neutral sterols and bile acids in the liver and the feces were

determined by capillary gas chromatography/mass spectrometry.
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Results:

TCPOBOP treatment reduces the fecal loss of cholesterol and increases bile acid output
in WT but not Car-/- mice. WT and Car-/- mice fed a western-type diet were treated weekly
with the CAR agonist TCPOBOP at 3mg/kg. Aler two weeks of treatment, the feces of
individual animals were collected over a 24-hour period and their neutral sterol and bile acid
contents were determined, In WT mice, TCPOBOP treatment induc;_l.l a deerease of the fecal
cholesteral excretion but dramatically increased the fecal bile acid output with all the major
bile species significantly higher in TCPOBOP-treated mice thamin untreated mice (fig. LA}
Interestingly, cholesterol concentration was significanthy reduced in the livers of WT mice
treated with TCPOBOP (fig. 1C). It indicates that the decrease of fecal cholesterol excretion
was not associated with hepatic cholesterol accumulation and suggests that cholesterol was
efficiently removed from the liversar least in part via the bile acid pathway. As expected,
TCPOBOP had no significant effect'in Car-/- mice, neither on fecal sterol excretion nor on
hepatic cholesterol congentration (fig. 1B and 1D). Under a standard diet, a similar but less
pronounced tendency was observed in TCPOBOP-treated-mice. with an increase in fecal bile
acid excretion that. was significant for beta- and alpha-municholic acid species and a non-

significant decrease in fecal cholesterol exeretion (fig. SI.

CAR activation induces the coordinated expression of genes invelved in bile acid
elimination and decreases Abeg5/g8 expression in WT but not Car-/- mice.

In order to gain insights into the mechanisms that could account for the dramatic changes in
bile acid and cholesterol excretion, we measured the hepatic expression of major genes

involved in bile acid and cholesterol metabolism, In WT mice, CAR activation was associated
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with the coordinated induction of genes involved in hydroxylation (Cyp3all, Cyp2B 10,
Cyp39al} (fig. 2A). conjugation (SultZal) (fig. 2B) and ransport (Mdrla, Mrp2, Mrp3, Mprd,
Qatplad) of bile acids (fig. 2C ). mRNA levels of the bile salt export pump (Bsep or
Abebll),(1.e. the major gene involved in the canalicular excretion of bile acids), were also
slightly increased in TCPOBOP-treated animals (fig. 2D). The expression of the main génes
involved in bile acid synthesis, Cyp7al, Cyp27al and Cyp8bl were moderately affécted with
only Cyp8bl mRNA levels that were slightly increased in TCPOBOP-treated mice (fig. 2E).
In parallel, we found that the expression of the Abcg8/g5 cholesterol transporters was
significantly decreased in TCPOBOP-treated mice (fig. 2F). Altogether; the upregulation of
genes mnvolved in bile acid hydroxylation, conjugation and excrenon, and the repression of
genes involved in canalicular cholesterol excretion, were egnsistent with the observed
alterations in neutral sterol and bile acid output: As expected, TCPOBOP treatment had no

effect on gene expression in Car-/- mice (fig, 2).

Sustained TCPOBOP treatment increases fecal bile acid excretion in apoE-/- and Ldr-/-
mice.
In a further step, we wanted to assess the effect of a longer TCPOBOP treatment in two well
charactenzed hypercholesterolemic mouse models: ApoE-/- and Ldlr-/- mice. Animals were
fed a western-type diet for two months and were treated weekly with TCPOBOP. As observed
in W mice, TCPOBOP treatment induced a marked decrease in the fecal cholesterol output
v ApoE-/- and Ldle-/- mice (fig. 3A and 3C). Biliary concentration of cholesterol were also
reduced in apoE-/- treated with TCPOBOP (Table SII). Again, bile acid output was
dramatically increased by TCPOBOP treatment, and all major bile acid species were
significantly higher in the feces of TCPOBOP-treated animals (fig. 3B and 3D). In both

ApoE-(- and Ldlr-/- mice, no detectable amounts of bile acids were recovered in the urine of
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control or TCPOBOP-treated mice (not shown). As observed in WT mice, CAR activation
was associated with a reduction of hepatic chelesterol concentrations in ApoE-/- and Ldlr-/-
mice (fig. 3E). Interestingly, hepatic levels of 7 alpha-hydroxy-4-cholesten-3-one, a marker of
the activity of the bile acid synthesis pathway were markedly increased in TCPOBOP-treated
mice (fig. 3F) suggesting an increased conversion of cholesterol into bile acids [6].

In the liver of apoE-/- mice, TCPOBOP treatment induced changes in the pattern of gene
expression (fig, 4) which as observed in WT mice were characterized by a coordinated
induction of genes involved in bile acid hydroxylation, conjugation, and excretion as well as a
reduction of the Abeg5/g8 cholesterol transporters,, Unlike WT mice, €ypTal and Cyp27al
mRNA levels increased in TCPOBOP-weated apoE-/-mice with mo changes for Cyp&bl
mRNA levels (fig.4D). The induction of Cyp7al observed at the protein level (fig 4F) was
more pronounced while no changes were obseryed for Cyp27al, A reduction of Abcg8
protein levels was also observed (fig.4F).

Since the fecal bile acid output is highly dependent on the efficiency of intestinal bile acid
reabsorplion, we also measured the expression of major bile acid transporters in the ileum of
apoE-/- mice treated or not with TCPOBOP, As expected, expression of a typical CAR target
gene such as Cypl’ahm"wa.s dramatically increased after TCPOBOP treatment (fig. 5A), As
observed in the Jiver, CAR activation reduced the expression of Abcg5/g8 cholesterol
transporters at the mRNA and protein levels (fig.5B and 5D). Interestingly, while TCPOBOP
treatment did not affect Ost alpha/beta expression, mRNA levels of the ileal apical sodium-
dependent bile acid transporter {Asbt), (i.e. the major gene involved in bile acid reabsorption),
were significantly reduced (fig. 5C). A small reduction of Asbt protein levels was also
observed (fig.5 D.) It suggests that a decrease in intestinal bile reabsorption could also
contribute to the overall phenotype. In accordance with this hypothesis, we observed that

while the concentration of bile acids in the liver did not differ, the percentage of secondary
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bile acids (including deoxvehaolic, lithocholic, hyodeoxycholic and ursodeoxycholic acids)
was significantly reduced in TCPOBOP-treated mice. These results come in further support of
decreased bile acid reabsorption (figure S11). The concentration of tri-hydroxylated bile acids
in the bile wis increased while the proportion of di-hydroxylated tauro-conjugated bile acids
was significantly reduced in the TCPOBOP group (Table SII). Surprisingly, sulfated bile
acids were barely detectable in the bile of either vehicle or TCPOBOP-treated animals and
even decreased in this latter group despite the marked induction of Sult2al by TCPOBOP

treatment. Finally, the Fef15/Fgfrd pathway was not affected by CAR activation (figure SIII).

CAR activation stimulates the elimination of HDL-derived cholesterol into the feces.

To assess whether CAR activation could affect the elimination of endogenous cholesterol
derived from peripheral tissues into the feces, we used a kinetic approach with high-density
lipoproteins (HDL) labelled with "H-chuleﬂkfy}-eﬁter}; in Ldlr-/- mice (figure SIV) and ApoE-
/- mice (fig. 6). As mediators of thefeverse cholesterol transport pathway, HDL are thought to
be a major source of biliary cholesteral and bile salts [15]. Before the experiment, total
plasma chelesterol and HRL cholesterol concentrations were determined and did not differ
significantly between vehicle and TCPOBOP-treated mice (Table SIII). 'H-CE-HDL were
injected intothe caudal vein of the mice and the plasma kinetics of HDL as well as the
appearance of the tracer in the liver and the feces was monitored over a 48-h period. As
shown in figures 6A and SITA, plasma kinetics of HDL were not significantly different
between control and TCPOBOP-treated animals. Accordingly, hepatic mRNA levels of the
scavenger receptor BL. the major receptor involved in hepatic cholesterol uptake, were not
statistically altered by the TCPOBOP treatment {not shown). In contrast, as compared to
vehicle-treated mice, the amount of radicactivity present in the liver of TCPOBOP-treated

antmals was significantly lower at both 24h and 48h after injection suggesting an increased
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elimination of the tracer (fig. 6B and SIVB). In accordance with this hypothesis, we found an
increase in the total amount of radioactivity excreted in the feces. This was observed at both
24h and 48h and in the two animal models (fig. 6C and 6D). When distinguishing between
bile acids and neutral sterols, we found that the higher amounts of the tracer in the feces werg’
related to an increase in the radioactivity associated with bile acids only, TCPOBOP-treated
Ldlr/- and ApoE-f- mice excreted 0% more 'lH-biIe acid into their feces [P<()_[_J5} {:Jw_'r 24
and 48 h, while "H-neutral sterols were not significantly different (fig, 6C and'D and fig. ST
C and D). In all cases no detectable amounts of radivactivity were retrievedin urines at 24h

and 48h time (not shown).

Sustained CAR activation reduces whole body cholesterol and atherosclerotic lesions.
The observation that CAR agonism increases the last step of reverse cholesterol transport led
us to assess whether long-term CAR activationwas able to induce changes in whole-body
cholesterol pool. As shown in figure 7A, ApoE-/- mice treated with the CAR agonist for two
months displayed significantly Tower cholesterol levels in the whole body. In accordance with
a beneficial impact of CAR on cholesterol homeostasis, analysis of aortic lesions in ApoE-/-
mice showed a rediced lesion area in aortic arches and descending aorta of TCPOBOP

treated-animals (fig. 7B).
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Discussion

Previous studies have shown that administration of a CAR agonist to mice is able 1o
stimulate the detoxification of hile acids under cholestatic conditions. However, the effect of
CAR on neutral sterol and bile scid output is unknown, We report here for the first time that
pharmacological activation of CAR in mice fed a western-type diet reduces the fe¢al output of
cholesterol, but dramatically increases the fecal excretion of bile acids and reduces.cholesterol
concentration in the liver, Moreover, by conducting a kinetic analysis of HDE cholesteryl
esters, CAR agonism was found to increase the last step of the reverse transport of cholesterol,
f.e. excretion of cholesterol derived from HDL into the i'ece's:,r'_:i-viwi. ApoE-/- and Ldlr-/- mice
treated with the specific CAR agonist TCPOBOP had significantly higher HDL cholesterol-
derived "H-bile acids in their feces over 24 and 48 h as compared to vehicle-treated mice.
Finally, it is shown that long-term CAR aétivition is associated with a decrease in cholesterol
content in the whole body and decreasesof atherosclerotic lesions,

The role of CAR in bilé aeid detoxification was recently highlighted by several
independent studies. Indeed, Car-deficient mice showed an exacerbation of liver damage
associated with cholestasis [7, 9], while in contrast CAR activators were found to prevent, at
least in part, the deleterious effects of bile acid accumulation or overload [7, 10}, Most of
these studiesspecifically addressed the role of CAR in models of cholestatis {bile duct
ligation) [9. 10] or exogenous bile acid loading (diets enriched with lithocholic acid and
«eholic acid) [7. 8], In contrast, much less is known about the impact of CAR on cholesterol
and bile acid metabolism in a context of dietary cholesterol overload. Indeed, cholesterol is
the primary bile acid precursor and CAR-mediated stimulation of bile acid detoxification
pathways is likely to affect cholesterol homeostasis. There it is demonstrated for the first time

that CAR activation is associated with a dramatic 3-lold increase in the amount of bile acids
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excreted in the feces of WT, ApoE-/- and Ldlr-/- mice fed a western-type diet containing (.15
% cholesterol. A recent study reported that CAR activation is able te stimulate the urinary
excretion of hydrophilic bile acid derivauves under conditions of bile duct ligation | 10]. Since
in the present study no evidence for urinary elimination of bile acids after CAR activation
could be brought. it suggests that this CAR-stimulated pathway mainly operates under
cholestatic conditions.

Increased excretion of bile acids in the feces was associated with the.coordinated
induction of several genes involved in bile acid metabolism in the livery Mostof these genes
were already recognized as CAR targets. As previously described; we found that expression
of genes involved in hydroxylation (Cyp2B 10, Cyp3all), sullation (Suli2al) [16] and
excretion (Mrp2/Abce2, Mrp3/Abce3, Mrpd/Abeed, Mdrla/Abebla and Bsep/Abcbl 1) of bile
acids were markedly induced by the CAR agonist ireatment. Interestingly. it has been shown
that 3 alpha-sulfated bile acids escape from enterohepatic circulation and are efficiently
excreted in the feces [17], In our model anly trace amount of sulfated bile acids were detected
in the bile of either groups indicating that is pathway is not playing a significant role in the
ahsence of cholestasis. We also observed that the expression of Asbi, the major intestinal bile
acid transporter, wits geduced by TCPOBOP treatment suggesting that decreased bile acid
reahsarptioncontributed to the overall phenotype. Unlike most of the previous studies, we
also observed that “classical” pathways involved in bile acid synthesis (CypTal. Cyp8bl and
Cyp27al} were unchanged or even slightly induced in TCPOBOP-treated animals. Induction
of I:E.‘yp'!ai was even more pronounced at the protein level in TCPOBOP-treated animals and
this was associated with a significant 4-fold increase in 7 alpha-hydroxy-4-cholesten-3-one, (a
marker of the activity of the bile acid synthesis pathway) in the liver. Differences in the
metabolic context (hypercholesterolemia versus cholestasis) are likely to account for this

apparent discrepancy. Interestingly, a recent study also observed that CAR activation was
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associated with an increased 7- -hydroxy-4-cholestene-3-one/ cholesterol ratio in
hyperlipidemic mouse liver [15]. Owverall, the coordinated induction of genes involved in
hydroxylation, conjugation and excretion of bile acids as well as the repression of genes
involved in intestinal bile acid reabsorption fits well with the observed alterations in fecal
sterol composition. Moreover, it is likely to account for the increased bile acid output in
TCPOBOP-treated mice.

Besides bile acids, we observed a reduction in cholesterol output in the feces'of CAR agonist-
treated mice. It could be explained by the increased conversion of cholesteralinto bile acids
since we found a reduced cholesterol concentration in the liver. Nevertheless we observed that
TCPOBOP weatment repressed the expression of the cholesterol trinsporters Abegs and
Abcg8. A similar repression was also recently reported in the literature [4, 18]. ABCGS/GS
transporters work as heterodimers and are major regulators of biliary and intestinal cholesterol
excretion. Transgenic mice that nver-expréﬁa;lﬂﬁcgﬁ.l'gﬂ displayed an increase in their
intestinal neutral sterol output [19] while in contrast Abcg5/gR-deficient mice showed a 50%
decrease in the excretion of netitzal sterol in their feces [20], Therefore it is likely that the
CAR-mediated inhibition of Abcg5/g8 accounts af least in part for the reduction in neutral
sterol output.

Net mass sterol output is dependent on many parameters including dietary cholesterol
absarption, cholesterol and bile salt secretion in the bile, direct intestinal cholesterol secretion,
bile salt reabsorption as well as cholesterol and bile acid synthesis in the body |21]. Therefore
to.assess directly whether CAR activation could affect the removal of excess cholesterol from
the bady, we used a kinetic approach with HDL labelled with *H-cholesteryl esters. The HDL
pathway mediates the removal of cholesterol from the peripheral cells, its plasma transport, its
uptake in the liver and eventually its biliary excretion either directly or after conversion into

bile acids [22]. Although a relevant approach has been recently developped for the kinetic
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analysis of the reverse cholesterol transport from macrophages to the feces [23], it should be
emphasized that CAR is predominantly expressed in the liver and intestine [24]. We chose in
the present study to focus on the last part of the RCT pathway, i.e. the secretion of cholesterol
derived from HDL into the feces. We found that CAR activation induced a 50% increase in
*H-sterol derived from HDL in the feces. This was exclusively due to an inciease in "H-bile
acids since the amount of *H-neutral sterols remained unchanged. This finding wasin
accordance with the coordinated induction of genes involved in bile acid metabolism and with
the increase in the net mass output of bile acids observed in this study.Therefore CAR
emerges as @ new nuclear receptor involved in reverse cholesterol transport. Interestingly,
other nuclear receplors have recently been shown to stimuldte reverse cholesterol transport in
vive. For example, pharmacological LXR activation has been shown to enhance the excretion
of macrophage-derived "H-cholesterol in the feces [25]. Unlike CAR. LXRs are expressed
baoth in peripheral cells and in the liver and the'intestine, Therefore, LXRs are likely to
stimulate RCT by acting both on the'initial steps (upregulation of cellular cholesterol efflux
through ABCG1I/ABCAL induction) and final steps (biliary cholesterol secretion through
ABCGS/GE induction) of the pathway [23], Moreover, the increased sterol output after LXR
activation is mainly due 1o an increase in neutral sterol rather than bile acid excretion as
abserved with CAR activation,

In conglusian, the results of the present study identify CAR as a new factor involved in the
controlof cholesterol and bile acid metabolism under hyperlipidemic conditions. Moreover
swe provide the first direct evidence that activation of CAR is able to stimulate the final steps
of RCT. The emerging role of CAR in cholesterol homeoestasis and reverse cholesterol
transport opens new perspectives in the treatment of hypercholesterolemia and

atherosclerosis.
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Figure legends

Figure 1: Fecal sterol output and hepatic cholesterol concentration in WT and Car-/-
mice treated or not with TCPOBOP. WT and Car-/- mice fed a western-type diet were
treated weekly by 1.p. injection of TCPOBOP or vehicle only for two weeks. A and B: Feeal
sterol excretion in WT and Car-/- mice. Feces were collected over a 24-h period five days
after the last i.p. injection. Bile acid and neutral sterol contents of the feces werg'determined
by GC-MS. C and D: Hepatic cholesterol concentration in WT and Car-/- mice. Hepatic
cholesterol concentration was determined by an enzymatic methods (% indicate significant
differences from mice treated with the vehicle only, Student’s t test, p < 0.05, n=4 in each

aroup).

Figure 2: Relative mRNA levels of genes involved in bile acid hydroxylation,
conjugation, exeretion and synthesis in WT and Car-/- mice treated or not with
TCPOBOP. Relative mRNA levéls were determined by real-time RT-PCR as described in
Materials and Methods. Data were standardized with GAPDH and mRNA levels in mice
treated with vehicle were setat 1.0, Values are means £ SD, A: genes involved in bile acid
hydroxylation, B: genes involved in bile acid conjugation, € and D: genes involved in bile
acid transport Exgenes involved in bile acid synthesis, F: genes involved in cholesterol
excretion. (*Significantly different from untreated group, Student’s 1 test, p<0.03, n=4 in cach

group)

Figure 3: Fecal sterol output and hepatic cholesterol concentration in Ldlr-/- and apoE-
f~mice treated or not with TCPOBOP,. Ldlr-/- and ApoE-/- mice fed a western-tvpe diet
were Ireated weekly by Lp. injection of TCPOBOP or vehicle only for 8 weeks. A and C:

Fecal cholesterol excretion, B and D: Fecal bile excretion, E: Hepatic cholesterol
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concentration. ¥: Hepatic 7 alpha-hydroxy-4-cholesten-3-one concentration. (* indicates
significant differences from mice treated with the vehicle only (Student's t test, p < 0.001,

n=10 in each group for Ldlr-/-, n=% in each group for ApoE-/-).

Figure 4: Relative levels of genes involved in bile acid hydroxylation, conjugation,
transport and synthesis in ApoE-/- mice treated or not with TCPOBOP, Relative mRNA
levels were determined by real-time RT-PCR as described in Materials a:}_i:l Methods, Data
were standardized with GAPDH and mRNA levels in mice treated with vehicle were sef at
1.00. Values are means = SD. A: genes involved in bile acid hydroxylation, B: genes
involved in bile acid conjugation, C: genes involved in bile acid transport, I: genes involved
in bile acid synthesis E: genes involved in cholesterol excretion. (*Significantly different
from untreated group, Student’s t test. p<0.035, n=8 in each group) F: Relative levels Cyp7al,
Cyp2T7al and Abcg8 proteins. Relative protein (left panel) levels were determined by
Western blotting using specific antibodies (see right panel) and were normalized with beta
actin (*Significantly different from untreated group, Mann-Whitney test, p<0.05, n=3 in each

group)

Figure 5: Relative levels of genes involved in intestinal bile acid reabsorption, and
cholesterol excretion in ApoE-/- mice treated or not with TCPOBOP. Relative mRNA
lewels of selected genes were determined by real-time RT-PCR. Data were standardized with
GAPDH and mRNA levels in mice treated with vehicle were set at 1.00. Values are means +
SD. A: genes involved in bile acid hydroxylation, B: genes involved in cholesterol excretion,
C: genes involved in bile acid reabsorption, (*Significantly different from untreated group,

Student’s ttest, p<0.05, n=8 in each group) D: Relative levels of Asbt and Abcg8 proteins.
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Relative protein levels (left panel) were determined by Western blotting using specific
antibodies (right panel) and are normalized with beta actin (*Significantly different from

untreated group, Mann-Whitney test, p<00.03, n=5 in each group)

Figure 6: Excretion of “H-cholesterol derived from HDL into the feces of ApoE~/- mice
treated with either vehicle or TCPOBOP, 'H-cholestery] ester—labelled HDL were injected
in the caudal vein (2 X10" dpm in 0.2 mL medium) of TCPOBOP- or Vghidle—lrcatﬁ:d mice.
A: Time course of plasma *H-cholesterol decrease. Blood samples wete collected at 0, 24,
and 48 h after "H-HDL injection. Data are expressed as peréent dpin as compared to TO
(Mean+SEM), B: Liver *H-tracer accumulation. 24 h dnd 48h after HDL injection, mice
were euthanized, and a portion of liver was used fot "H-tracer quantification. C and D: Fecal
*H-sterol and bile acids excretion over 24 and 48 h, Feces were collected continuously
from O to 24 and 48 h and the total amount of radioactivity present in the feces was
determined, In parallel, the ambunt of radicactivity associated with neatral sterol and with bile
acids was determined affer correction for extraction efficiency (see materials and methods).
Values are expressed as mean £5D (*P<0.05 Vs control group, Student’s t test, n=Y in each

group for 24h points. n=4 in each group for 48h points).

Figure 7: Whole-body cholesterol content and atherosclerosis lesion in ApoE-/- mice fed
“a western-type diet and treated or not with TCPOBOP for 2 months. A: Whole body
cholesterol content was determined as described in materials and methods. B: % surface
covered by atherosclerosis lesions was determined by en face analysis of aortic arches and

descending aorta stained with Oil-Red 0. (Mann-Whitney test)
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Supporting information

Suplementary Materials and Methods

RNA isolation and real-time RT-PCR: Total RNA was extracted using Trizol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA). One hundred to 300 ng of RNA was reverse-transcribed into
¢DNA using M-MLV reverse transeniptase, Random Primers and RNAseOUT inhibitor
(Invitrogen). cDNA were quantified by real-time PCR using a SYBR® Green Real-time PCR
kit (Invitrogen) on a LightCycler 2.0 detection system (Roche Diagnostics, Meylan, France).
Relative mRNA levels were determined using the AACH method. Values are expressed
relative to GAPDH levels. The sequences of the oligonuclectides are shown in table S1.
Western Blot Analysis: Liver or ileum samples frozen in liquid nitrogen were homogenized
and suspended in a RIPA lysis buffer containing a cocktail of protease inhibitor, 50 pg of
proteins were separated on  polyacrylamide gradient gels (Invitrogen) under reducing
conditions and transferred to PVDF membrane, which was blocked for 1h with TBS/twin
containing 5% not fat dry milk. Blots was washed and hybridized overnight at 4°C with
primary antibodies for Cyp7al (H-58 Santa Cruz Biotech) Cyp27al (P-17 Santa Cruz),
Abcgh (V-19 Santa cruz), Actin (H-300 Santa cruz) and Asbt (king gift of doctor Héléne
Poirter) in TBS/twin After extensive washing, the antigene-antibody complexes were detected
using HRP-labelled anti rabbit or antigoat antibodies (1:3000) and a chemiluminesence
detection kit {Santa Cruz Biotech).

Sterol and bile acid quantification: Twenty-four hour production of feces was collected in
metabolic cages. The feces were dried, weighed and homogenized. Bile salts and neutral
sterol were determined by capillary gas-liquid chromatography as described previously [1. 2]
except for the detection step, which was performed by mass spectrometry. The amount of
tauro-di-hydroxylated and trihydroxylated bile acids and their sulfated conjugates in the bile

was determined by direct injection of the sample in a triple quadrupole mass spectrometer

112




(6460 Mass spectrometer Agilent Technologies). Muliiple reaction monitoring (MRM) with
negative polarity was used for acquisition. [M-H] —&0 transition was used. Tauro-lithocholic
acid (barely detectable in the bile in our conditions) was used as internal standard. Cholesterol
concentrations in the bile were determined by GC-MS. Biliary phospholipids were quantified
by determination of phosphorus concentration by a colorimetrie assay [3]. 7alpha-hydroxy-4-
cholesten-3-one levels were determined by GC-MS as described by Bertolotti etl al. [4]
Plasma and hepatic cholesterol concentration: Total plasma cholesterol and HDL
cholesterol concentrations were determined by an enzymatic assay as previously described
[5]. Hepatic cholesterol concentration was determined by an enzymatic method after lipid
extraction [5].

Reverse cholesterol transport: Mouse high-density lipoprotems (HDL ) were labelled with
*H-cholesteryl esters as previously described except that *H-cholesteryl ethers were replaced
by *H-cholesteryl esters (CE) [6]. On the day of the experiment, the animals were housed in
individual metabolic cages and had free access to food and water. "H-CE-labeled HDL (1X
10" dpm) were injected into the tail vein and blood samples were collected at 5 min, 24 h, and
48 h afier injection. Samples were centrifuged and plasma radioactivity was determined with
a seintillation counter. Livers were harvested and weighed at 24 h and 48 h. One aliguot of
tissue was weighed, dissolved in NaOH 0.1M and used for scintillation counting. Feces were
collected continuously from 0 to 24 h or from 0 to 48 h and were used for total radicactivity
determination or for selective extraction of neutral sterols and bile acids.

Determination of radieactivity in the feces: Fecal sterol and bile extraction was performed
as previously described with slight modifications. Briefly, total ‘H-radioactivity was
determined on fecal samples homogenized in 50% ethanolic extracts. ‘H-neutral sterol

radioactivity was determined afier hexane extraction of saponified ethanolic extracts. "H-bile
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acid radioactivity was determined as the difference between total and neutral sterol
radioactivity.

Whole-body cholesterol amalysis: Whole-body cholesterol content was measured as
previously described [7]. Mice were sacrificed and the gastrointestinal tract was removed and
washed out. The mouse bodies including the washed gastrointestinal tract were then digested
at room temperature in 150 ml ethanol containing 6.6 % of KOH. After 4 days, the mixture
was heated to reduce the volume to 50 mL and was then filtered. The volume was adjusted to
100mL with ethanol, and cholesterol concentration was determined by an enzymatic method
[71.

Atherosclerosis  lesions: Atherosclerotic lesion areas were determined by en-face
observations. The aortic arch and the thoracic aorta were opened longitudinally, fixed in 10%
buffered formaldehyde, pinned out on a black wax surface, and stamned with oil red O. The
percentage of the plaque area stained by oil red O to the total vessel area was determined by

colour thresholding using Photoshop® software.
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Figure SI: Feeal sterol output in WT mice treated or not with TCPOBOP. WT mice fed a
standard diet were treated weekly by ip. injection of TCPOBOP or vehicle only for two
weeks, Feces were collected over a 24-h period five days after the last 1.p. injection. Bile acid

and neutral sterol contents of the feces were determined by GC-MS.

Figure SII: Hepatic bile acid content in apoE-/- mice treated or not with TCPOBOP. A
hepatic bile concentration. B: Relative proportion of secondary bile acids. C: Relative

proportions of individual bile acids species. (Student's t test, p < 0.05, n=4 in each group).

Figure SITI: Intestinal Fgf15 and hepatic Fgird mRNA levels in apoE-/- mice treated or
not with TCPOBOP. Total RNA was extracted from the intestine or liver and mRNA levels
of genes were determined by real-time RT-PCR as described in Materials and Methods. Data
were standardized with GAPDH and mRNA levels in mice treated with vehicle were set at

1.00. Values are means £ SD.

Figure SIV: Excretion of "H-cholesterol derived from HDL into the feces of Ldlr-/- mice
treated with either vehicle or TCPOBOP. Ldlr-/-mice fed with a western-type diet were
treated weekly with the CAR agonist TCPOBOP or vehicle only. After 4 weeks of treatment,
*H-cholesteryl ester—labelled HDL were injected in the caudal vein (2 X 10" dpm in 0.2 mL
medium). A: Time course of plasma "H-cholesterol decrease. Blood samples were collected at
0, 24, and 48 h after "H-HDL injection. Data are expressed as the percent dpm as compared to
TO +SEM. B: Liver "H-tracer accumulation. 24 h and 48h after HDL injection, mice were
euthanized, and a portion of liver was used for *H-tracer quantification. C and D: Fecal *H-

sterol and bile acid excretion over 24 and 48 h. Feces were collected continuously from 0 to

115




24 and 48 h and total amounts of radicactivity present in the feces was determined. In parallel,
the amount of radioactivity associated with neutral sterol and with bile acids was determined
after correction for extraction efficiency (see materials and methods). Data are expressed as
dpm 8D, *P<0.05 vs control group, student’s t test {*P=(.05 vs control group, Student’s t

test, n=2 in each group for 24h points, n=4 in each group for 48h points).
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Table SI : Sequences of the primers used for real time PCR

Abebla-for GCA ATT GAA AAC TTIC CGC ACT G
Abebla-rev GTT GTT GTG TCA CCA AGT AGG CA
Abebl1-for AAR TCT GGA GAG CTC CTC ACA AR
Abcbll-rev AAG GAN TTG ACC ATC ATC CCh AC
Abced-for BAG GGA GAR TCG GCT TCA AGS
Abced-rey TTC CAT TCG CAT TTC TGG TGT
Abced-for ACT GTG GGA GAA ATG GTC AAC CT
Abce3-rev TCC ATT GRG TGG TAT CAG CAA GA
Abce2-for CCT GGT GTC COGT GAT CAC ATT
Abee2-rev AGT CEA-GAT CAT CGC TIC CCA
Oatplal-for TGA ARC TCC CAT RAT GCC CTT @
Oatplal-rev CAG TGG GAG TTA TGE TCA GGT CA
Oatp | ad-for BAC TTT GAC GGC TCA GTG TTC A
Oatplad-rev TGT TCT TTT £TC CTG CCA TGT TG
Oatp1b2-for TTG CTT CAT CAT GGG CAT TG
Oatplb2-rev TGA GTT GGA CCC CTT TTCA Ch
Nitcp-for GGG CAT GAT GCC TCT CCT CTT AT
Nicp-rev RAA GTG ATG ATC ATG CCT GCC T
Ostp-alpha AGA CCA ATT ACA GCA TCT CCC QT
Ostp-alpha TCC TCT TCT TGA TGHE GGC AAR
Ost-beta TGG TCA TGA CAMA GCA TGT ToC T
Ost-beta TTC: TCT TTC AAC TCA  GGT TEC €F
CypTal-for CG& CTT CAAR ACA TCA CTC GGT
CypTal-rev TTC TGC GAA GGEC ATT TGG ACA
Abcg5-for GCT AGA GAT GAC AAG GAG GAT GGEA
Abcg5s-rev TGG ATC CAA CAC CTC TAT GCT AAR
Abcgg-for GGC. AGGE TTT TCT CGA TGAR ACT &
Abcgs-rev TGC CCA CCT TEC ACA TGT €
Sult?al-for CTG GOT -GTC CAT GAG ARG AT
Sult2al-rev GGC TTG GRA AGA GCT GTA CT
Gapdh-for CAR GGT CAT CCA TGA CRA CTT TG
Gapdh-rev GGC. CAT CCA CAC TCT TCT GG
Cyp3all-for GCC TGG ATT CTA AGC AGR AGC
Cyp3all-rev CAG AGC CTC ATC GAT CTC ATC
Cyp2b10-for AGG AGR RAG TCC AAC CAG RACT G
Cyp2bli-rev GGA TGA CTG CAT CTG AGT ATG
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Table SII: Bile acid composition in ApoE -/- mice treated with the CAR agonist
TPCOPOB or DMSO only. ApoE -/- mice fed a high cholesterol diet were treated weekly
by 1.p. injection of TCPOBOP or solvent only for two months. Bile was collected from the
gall bladder after sacrifice. Values are mean +/-5.D. The asterisks indicate significant
differences from mice treated with the vehicle only (Student's t test, p < 0.035, n=9 in each

group).

Vehicle (n=9)

TCPOBOP (n=9)

Bile composition (mass %)

TriOHs bile acids
DiOHs bile acids
Bile acid sulfates
(TriOHs+DiOHs)

Phospholipids

Cholesterol

68.5+4.3

8.42+0.75

0.61£0.08

19.14+3.3

3.36+1.81

73.5£3.5%

6.33£1.09*

0.35:0.07%

18.243.1

1.64=0.65*
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Table SIII : Total plasma cholesterol and HDL cholesterol concentrations in Ldlr-/- and
ApoE-/- mice fed a Western type diet and receiving CAR agonist TCPOBOP or the

vehicle only.

Total cholesterol  HDL cholesterol
(mmol/L) (mmol/L)
Ldir-  VSMCE 28374909 3264070
TCPOBOF 25474545 3872083
ApoE-/- Vf:;_‘{f“ 30024995 3204222
TCPOBOP 30642357 354054
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III. Résultats et discussion

CAR a largement été décrit pour son role dans les cholestases et la prévention de
I’accumulation des acides biliaires hépatotoxiques. Cependant peu d’éléments étaient connus
concernant I’impact de CAR dans des conditions de surcharge en cholestérol. En effet, le
cholestérol est le précurseur des acides biliaires et CAR, par son action sur la détoxification

des acides biliaires, pourrait vraisemblablement moduler I’homéostasie du cholestérol.

Les résultats de cette étude montrent que 1’activation de CAR est associée a une augmentation
de I’excrétion des acides biliaires dans des conditions de surcharge alimentaire en cholestérol
a la fois chez les souris de type sauvage mais également chez les souris dyslipidémiques
déficientes pour I’apolipoprotéine E (ApoE-/-) et le récepteur aux lipoprotéines de basse
densité¢ (Ldlr-/-). Bien qu’une étude récente rapporte que l’activation de CAR stimule
I’excrétion urinaire d’acides biliaires hydrophiles aprées ligature des voies biliaires [409], nous
n’avons pas retrouvé de concentration significative en acides biliaires dans les urines des
souris contrdles et traitées par TCPOBOP. Ces résultats suggerent qu’en 1’absence de
cholestase, CAR ne joue pas un role significatif dans I’élimination urinaire des acides

biliaires.

L’augmentation de la concentration et de la quantité d’acides biliaires éliminés dans les féces
chez les animaux traités par le TCPOBOP est associée a la stimulation coordonnée de
nombreux genes impliqués dans le métabolisme hépatique des acides biliaires. La plupart de
ces genes sont déja connus comme ¢étant des cibles de CAR. Comme décrit précédemment, les
genes impliqués dans 1’hydroxylation (Cyp2b10, Cyp3all), la sulfatation (Sult2al) [449] et
I’excrétion (Mrp2/Abcc2, Mrp3/Abcc3, Mrp4/Abcc4, Mdrla/Abcbla et Bsep/Abcbl1) des
acides biliaires sont significativement induits par le TCPOBOP. Bien que les formes 3 alpha
sulfatées ne retournent pas dans la circulation entéro-hépatique et soient ¢liminées dans les
feces en conditions de cholestase [450], nous n’avons pas retrouvé de quantité significative
d’acides biliaires sulfatés dans nos conditions ce qui laisserait penser que cette voie de
détoxification ne devient vraiment active que sous des conditions de cholestase. De maniére
importante, 1’expression d’Asbt, transporteur principal des acides biliaires au niveau
intestinal, est réprimée par le traitement, suggérant que la diminution de la réabsorption

intestinale des acides biliaires contribue au phénotype observé.
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A la différence des études précédemment menées, 1’activation de CAR affecte peu
I’expression des geénes impliqués dans la voie classique de synthése des acides biliaires
(Cyp7al, Cyp8bl and Cyp27al) avec une induction significative de Cyp7al néanmoins
retrouvée apres 8 semaines de traitement. En revanche, I’induction de Cyp7al est plus
prononcée au niveau protéique chez les animaux traités. Cette induction est confirmée par
I’augmentation significative du 7a-hydroxy-4-cholesten-3-one, marqueur de I’activité de
synthése des acides biliaires (et notamment de 1’activité 7-alpha-hydroxylase). Les différences
observées avec les études précédentes sont vraisemblablement attribuables au contexte
métabolique (cholestase contre hypercholestérolémie). De plus, I’effet de CAR sur ces génes
impliqués dans la biosynthése des acides biliaires est modéré et particuliérement par rapport
aux autres genes cibles de CAR. Une hypothése possible est que la synthése des acides
biliaires est déréprimée secondairement en réponse a la perte fécale en acides biliaires. Nos
résultats recoupent par contre ceux d’une étude plus récente qui a montré que ’activation de
CAR était associée a une augmentation du ratio 7-o-hydroxy-4-cholestene-3-one/cholestérol

dans le foie des souris hyperlipidémiques [451].

De fagon globale, I’induction coordonnée des génes impliqués dans 1’hydroxylation, la
conjugaison et I’excrétion des acides biliaires ainsi que la répression du transporteur intestinal
Asbt correspondent aux altérations de la composition en stérols des féces et a I’augmentation

de ’excrétion des acides biliaires

Parallelement a I’effet sur les acides biliaires, nous avons observé que 1’activation de CAR
diminue D’excrétion fécale des stérols neutres et plus spécifiquement du cholestérol. Ce
phénomeéne peut étre expliqué par une meilleure efficacité de la conversion du cholestérol en
acides biliaires. Néanmoins, le traitement par TCPOBOP réprime [’expression des
transporteurs hépatiques Abcg5/g8. Un phénoméene semblable a été rapporté dans un contexte
métabolique similaire [435, 451]. Il est donc probable que la répression d’Abcg5/g8 par CAR
contribue également a la diminution de 1’excrétion fécale en cholestérol. Les transporteurs
Abcg5/g8 sont en effet les régulateurs principaux de 1’excrétion biliaire de cholestérol au
niveau hépatique et intestinal. Les souris transgéniques surexprimant Abcg5/g8 ont une
excrétion de stérols neutres augmentée [452] alors que les souris déficientes ont une

diminution de 50% du taux d’excrétion [453].
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L’excrétion du cholestérol dépend de plusieurs parameétres : les apports alimentaires, les taux
de sécrétion des acides biliaires et du cholestérol dans la bile, la sécrétion directe intestinale,
la réabsorption intestinale des acides biliaires et le taux de synthése du cholestérol et des
acides biliaires dans 1’organisme [454]. Ainsi, pour déterminer directement si CAR peut
affecter I’élimination du cholestérol endogeéne, une étude de cinétique utilisant des
lipoprotéines de type HDL radiomarquées avec des esters de cholestérol tritiés a été conduite.
Les HDL contribuent a la voie de retour du cholestérol périphérique au foie pour étre
¢ventuellement éliminé soit directement dans la bile soit sous forme d’acides biliaires.
L’injection de HDL radiomarquées permet ainsi I’étude de la derniere étape du transport
réverse du cholestérol. L’activation de CAR induit une augmentation de 50% de 1’élimination
des esters de cholestérol tritiés dérivés des HDL dans les féces. Ce phénomene est uniquement
attribuable a une augmentation de la radioactivité associée aux acides biliaires alors que la
quantité de stérols tritiés €éliminés via les stérols neutres est inchangée. Ces résultats sont en
accord avec I’induction coordonnée des genes impliqués dans le métabolisme des acides
biliaires et I’augmentation de I’excrétion fécale des acides biliaires initialement observées.

Ainsi CAR est capable de réguler le transport inverse du cholestérol.

D’autres récepteurs nucléaires ont récemment été décrits pour stimuler le transport réverse du
cholestérol in vivo. Par exemple, I’activation pharmacologique de LXR stimule 1’excrétion du
cholestérol dans les feces [455]. A la différence de CAR, LXR est exprimé a la fois au niveau
hépatique mais aussi en périphérie, ainsi LXR agit a la fois sur les étapes initiales du transport
réverse du cholestérol en stimulant I’efflux cellulaire via les transporteurs Abcal et Abcgl
(ATP Binding Transporters al et gl) mais aussi les étapes finales en stimulant la sécrétion
biliaire de cholestérol via Abcg5 et Abcg8 [455]. De plus, ’augmentation de 1’excrétion de
cholestérol en réponse a I’activation de LXR est associée a une augmentation de 1’élimination
des stérols neutres plutdt qu’a I’excrétion des acides biliaires comme observé apres activation

de CAR.

Dans une derniére partie de 1’étude nous avons cherché a évaluer si cet impact de CAR sur le
transport réverse du cholestérol pouvait avoir des conséquences globales sur ’homéostasie du
cholestérol dans ’organisme et sur I’athérosclérose, pathologie qui se caractérise par des
dépdts de cholestérol au niveau des artéres. Les souris ApoE-/- développent en effet

rapidement des 1€sions athéromateuses sous régime enrichi en cholestérol.
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Ainsi, apreés deux mois de traitement, il apparait que le pool de cholestérol dans I’organisme
des souris ayant recu le TCPOBOP est significativement diminué. Parall¢lement, les
premiéres caractérisations des lésions athéromateuses (analyse en face) montrent une
diminution modérée mais significative des lésions chez les souris ApoE-/- traitées par

TCPOBOP (cet aspect de 1’étude sera développé dans le chapitre suivant).

En conclusion, les résultats rapportés par notre étude identifient CAR comme un nouveau
facteur impliqué dans le controle du métabolisme du cholestérol et des acides biliaires en
condition hyperlipidique. L’ensemble des résultats indique que I’activation de CAR, par son
role modulateur de I’expression des genes impliqués dans la conversion, la transformation et
le transport des acides biliaires, est capable de stimuler les étapes finales du transport réverse
du cholestérol (cf. figures 15 et 16 pages 129 et 130). Ainsi, ce nouveau réle de CAR dans
I’homéostasie du cholestérol et du transport inverse offre de nouvelles perspectives dans le

traitement des dyslipidémies et de I’athérosclérose.
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impliquées dans le métabolisme biliaire au niveau hépatique et intestinal chez les souris
dyslipidémiques Ldlr-/- sous régime enrichi en cholestérol. L ‘activation pharmacologique
de CAR par le TCPOBOP (1) stimule [’expression de Cyp7al, enzyme limitante de la
conversion du cholestérol en acides biliaires, (2) stimule I’expression des enzymes impliquées
dans la conjugaison des acides biliaires (Cyp2bl0, Cyp3all, Sult2al), (3) stimule
[’expression des transporteurs canaliculaires Bsep, Mrp2, Mdr2, Mdrl impliqués dans
Uefflux des acides biliaires, (4) stimule [’expression des transporteurs alternatifs Mrp3 et
Mrp4, impliqués dans [’efflux des acides biliaires , (5) stimule [’expression du transporteur
basolatéral Oatp, impliqué dans la capture hépatique des acides biliaires. D autre part, CAR
diminue [’expression des transporteurs au cholestérol Abcg5/g8 au niveau hépatique et
intestinal, ainsi que [’expression du transporteur aux acides biliaires Asbt au niveau
intestinal. Ainsi, [’activation de CAR stimule [’excrétion fécale des acides biliaires et diminue
[’excrétion du cholestérol. Les genes cibles et les voies métaboliques stimulés par CAR sont

encadrés en rouge et les cibles régulées négativement par CAR sont encadrés en vert.
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ARTICLE 2

Le point de départ de cette étude, c’est a dire I’hypothése d’un impact significatif de CAR sur
le métabolisme lipidique et plus spécifiquement sur celui des lipoprotéines s’est appuyé sur

les observations suivantes :

e Des perturbations du bilan lipidique et du risque cardio-vasculaire ont été rapportées
chez des patients épileptiques traités par phénobarbital, double agoniste des récepteurs

CAR et PXR.

e L’activation de CAR est connue pour stimuler les enzymes de détoxification de phase
I et II, qui interviennent dans le catabolisme des xénobiotiques mais aussi dans la
conversion du cholestérol en acides biliaires et leur élimination. Par cette voie, CAR

pourrait donc indirectement influencer I’homéostasie du cholestérol.

e CAR présente une homologie significative avec d’autres récepteurs de la famille NR1
comme FXR et LXR. L’hypotheése d’un effet direct de CAR sur le métabolisme du
cholestérol et des triglycérides par la régulation de I’expression de geénes cibles

communs a d’autres récepteurs nucléaires apparentés était donc possible.

I. Objectifs de I’étude

Le role de CAR dans le métabolisme lipidique a fait I’objet de récents travaux rapportant
cependant des résultats contradictoires sur le métabolisme du cholestérol et des triglycérides.
D’une part, de nombreuses études ont démontré que 1’activation pharmacologique de CAR
diminuait la triglycéridémie et la stéatose hépatique par inhibition de la lipogenése hépatique
[230, 435-437]. Inversement, il a été rapporté que 1’activation pharmacologique de CAR
induisait une augmentation des triglycérides plasmatiques chez les souris diabétiques et que
cet effet était aboli chez les souris n’exprimant pas CAR [384]. Par ailleurs, les travaux menés
par notre équipe (annexe 2) [22] ont montré que le traitement par agoniste CAR de souris de
type sauvage et transgéniques surexprimant le géne de I’apolipoprotéine Al était capable de
diminuer le cholestérol HDL. Réciproquement, les souris déficientes pour CAR présentent des
niveaux de cholestérol HDL plus élevés.
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En plus de I'impact sur les HDL, le TCPOBOP induit chez ces souris une réduction des
niveaux de lipoprotéines a apolipoprotéine B (apo-B) avec une diminution significative des
taux plasmatiques d’apolipoprotéine B et de cholestérol LDL. Etant donné que chez les souris
de type sauvage, a la différence de I’'Homme, les HDL représentent la classe prédominante, la
diminution du taux de LDL ne contribue qu’en faible partie aux effets du TCPOBOP sur la
diminution du cholestérol plasmatique total, sous-estimant 1’impact réel de CAR sur le
métabolisme des lipoprotéines a apo-B. Enfin, les travaux de notre équipe présentés dans le
chapitre précédant, démontraient que CAR stimulait le transport réverse du cholestérol chez la
Souris avec des conséquences positives en terme d’homéostasie globale du cholestérol et de

susceptibilité a 1’athérosclérose.

Le but de cette étude était d’étudier sur le long terme les effets de I’activation de CAR sur le
métabolisme des lipoprotéines et encore une fois sur I’athérosclérose en portant un intérét
particulier aux lipoprotéines a apo-B dans des modeles murins présentant un profil
lipoprotéique plus proche de ’Homme. Ainsi, les souris déficientes pour le gene codant le
récepteur aux LDL (Ldlr-/-) et ’apolipoprotéine E (ApoE-/-) ont été placées sous régime
enrichi en cholestérol et traitées de facon hebdomadaire par TCPOBOP. Les profils
lipoprotéiques ont été¢ déterminés cinq jours apres la premicre injection puis apres quatre et
huit semaines de traitement. Le développement des 1ésions athéromateuses a été¢ évalué a la

fin du traitement.

II. Choix des modeles d’étude

Les souris de type sauvage présentent un profil lipoprotéique diamétralement opposé a
I’Homme et sont peu susceptibles a 1’athérosclérose induite par 1’alimentation. Les modeles
murins classiques pour 1’étude de I’athérosclérose sont les souris déficientes pour le récepteur

aux LDL (Ldlr-/-) et I’apolipoprotéine E (ApoE-/-).
Le récepteur aux LDL lie les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL, Intermediate

Density Lipoprotein) et faible densité (LDL, Low Density Lipoprotein) et participe a

I’homéostasie du cholestérol [456].
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L’absence du géne codant pour le récepteur aux LDL est a I’origine de 1’hypercholestérolémie
familiale chez I’Homme [457], d’hypercholestérolémie chez le lapin Watanabe-heritable
hyperlipidemic [458] et le singe rhésus [459]. Chez I’humain et le lapin déficients pour ce
géne, les taux de cholestérol LDL et IDL sont extrémement élevés et conduisent au

développement précoce de 1ésions athéromateuses.

Les souris Ldlr-/- ont un taux de cholestérol plasmatique augmenté sous régime standard (5
mmol/L contre 2 mmol/L pour souris sauvages) [460]. En revanche, sous régime enrichi en
cholestérol, elles développent une cholestérolémie supérieure a 25mmol/L [461] et
développent rapidement des lésions athéromateuses [462]. Leur profil lipoprotéique est
comparable a I’Homme, malgré I’absence de la protéine de transfert des esters de cholestérol,
avec une augmentation des fractions IDL/LDL. L’effet sur les VLDL varie en fonction du
régime, alors que la fraction HDL n’est pas affectée. Les études cinétiques ont montré que la
capture et I’¢élimination de VLDL et LDL marquées étaient retardées par rapport aux souris

sauvages.

L’apolipoprotéine E est synthétisée par le foie et les macrophages. Elle est intégrée au sein
des différentes classes de lipoprotéines [463] et lie : le récepteur aux LDL et le récepteur
apparenté LRP (LDL-receptor Related Protein) au niveau du foie, permettant ainsi la capture
des lipoprotéines athérogenes (LDL, IDL et VLDL),le récepteur aux VLDL au niveau du
muscle et du tissu adipeux qui capte les VLDL et les chylomicrons, le récepteur ER-2 au
niveau du cerveau et du placenta qui capte les VLDL et les chylomicrons remnants et la
mégaline au niveau des reins, de I’intestin et du placenta qui capte les LDL, VLDL mais aussi

les HDL.

Par conséquent, la délétion de ce géne entraine un défaut d’¢élimination hépatique des LDL et
VLDL et une hypercholestérolémie associée au développement spontané de Iésions
athéromateuses sous régime standard. Le type de lésions est comparable a I’Homme et
débutent par des stries lipidiques et sont accélérées par I’administration d’un régime enrichi
en lipides [464]. Ce modele présente des taux plasmatiques de cholestérol €élevés sous régime
standard (multiplié par 4 par rapport aux souris sauvages) et ces taux peuvent atteindre
jusqu’a 70 mmol/L sous régime gras [465]. Par ailleurs, le cholestérol est essentiellement
transporté par les VLDL contrairement a ’Homme dont le cholestérol est véhiculé par les

LDL.
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Abstract:

Rationale: The nuclear receptor CAR (constitutive androstane receptor) is invelved in
xenobiotic and bile acid metabolism but its implication in cholesterol metabolism and
atherosclerosis in yet unclear,

Objectives: To determine to which extent CAR affects lipoprotein metabolism in
hyperlipidemic mice and whether it is a target in the prevention of atherosclerosis.

Methods and results: LDL receptor-deficient (Ldlr-/~) and Apo E-deficient (ApoFE-/~) mice
fed with a western-type diet were treated weekly by either the CAR agonist 1.4-Bis[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP) or the vehicle only. In Ldlr-~ mice, TCPOBOP
treatment induced a decrease in plasma triglyceride (TG) levels and IDL/LDL cholesterol
levels (=30 % decrease in both cases after two months, p<0.01). Accordingly, a significant
reduction of the secretion of triglycerides was observed in TCPOBOP treated mice in link
with a decreased hepatic TG content and a repression of genes involved in lipogenesis such as
Srebple and Scdl. Noticeably, a marked increase in the very low density lipoprotein receptor
{(VIdIr) in the CAR agonist-treated group was observed and likely contribuled to the decrease
in IDL/LDL levels. Accordingly, atherosclerotic lesions in aortic valves were reduced in
TCPOBOP-treated Ledlr-~ mice (-60 %, P<0.001). In ApoE-~ mice, which lack the
physiological apoE ligand for the VIdir, the effect of TCPOBOP on plasma cholesterol levels
was markedly attenuated (only 10% decrease after one week) and most importantly, a
significant decrease of atherosclerotic lesions in aortic valves no longer occurred,
Conclusion: CAR arises as a new target in the prevention and treatment of
hypercholesterolemia and atherosclerosis.

Key words: CAR (constitutive androstane receptor)-TCPOBOP-Atherosclerosis-Cholesterol
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Non-standard Abbreviations and Acronyms

TCPOBOP : | 4-Bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)benzene
Car: Constitlutive androstane receptor

Vidir : Very low density lipoprotein receptor

Ldlr-/- mice : Low density lipoprotein deficient mice
ApoE-/- mice: Apolipoprotein E deficient mice
VLDL :Very low density lipoproteins

IDL : Intermediate density lipoproteins

LDL: Low density lipoproteins

HDL: High density lipoproteins

TG: Triglycerides

ApoB: Apolipoprotein B

FPLC: Fast protein liquid chromatography
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Introduction

Constitutive androstane receptor (CAR) is a nuclear receptor that is primarily considered as a
xenobiotic sensor % Indeed, numbers of its target genes are involved in the hydroxylation,
conjugation and excretion of potentially harmful exogenous molecules. In addition to these
well-recognized functions, CAR plays a role in the metabolism of endogenous compounds
such as bile acids. Indeed. under cholestatic conditions, CAR promotes the detoxification of
bile acids through alternative pathways that are distinct from those regulated by the classical
bile acid receptor Famesoid X receptor (FXR) 3 Beside bile acids, the implication of CAR
in other lipid metabolic pathways has been recently recognized, but with somewhat
contradictory reports regarding its implication in cholesterol and triglyceride metabolism. On
the one hand. several studies have demonstrated that CAR activation reduces plasma TG
levels and liver steatosis in mice through inhibition of hepatic lipogenesis “”. On the other
hand, it has been reported that the rise in plasma TG levels observed in ob/ob mice fed a high
fat diet is abolished in Car-deficient animals '". Accordingly, TCPOBOP, a specific CAR
activator, was found to increase plasma TG in the same study . These effects were explained
by a CAR-mediated inhibition of PPARo-dependent oxidation of fatty acids., which might
well have overcome the concomitant inhibition of lipogenesis in the liver . Beside
triglyceride metabolism, we have recently shown that short-term/5-day treatment of WT and
HuAlITg mice with TCPOBOP is able to markedly reduce HDL cholesterol levels.
Reciprocally, Car-deficient mice displayed higher HDL cholesterol levels under high fat diet
" Interestingly, and in addition to its impact on the HDL bulk in WT mice, TCPOBOP was
also found to induce a significant decrease in plasma apoB-containing lipoproteins, with
significant reductions in plasma apoB and LDL cholesterol levels ', Since, unlike in humans,
HDL predominate in plasma of both WT and HuAITg mice, the observed decreases in LDL
levels did not contribute to a large extent to the TCPOBOP-mediated decrease in total plasma
cholesterol levels in these mice, and the impact on apoB-containing lipoproteins might well
have been underestimated. In all cases, observed lipoprotein changes were found to be CAR-
specific with no changes in either HDL or apoB-containing lipoproteins in TCPOBOP-treated
mice with homozygous CAR deficiency.

The aim of the present study was to explore the effect of CAR activation on lipoprotein
metabolism and atherogenesis on the long term, with specific emphasis on apoB-containing
lipoproteins in a mouse model with a human-like lipoprotein profile (i.e. in which plasma
cholesterol is predominantly localized in LDL, not in HDL). To this end, Ldlr-deficient (Ldlir-
/- mice) and ApoE-deficient (ApoE-/- mice) mouse homozygotes were fed a western-type diet
and they were treated or not by weekly administration of the CAR agonist TCPOBOP. Plasma
lipoprotein profiles were determined at 5-day, 4-week and 8-week time points, and the
development of atherosclerosis lesions was assessed at the completion of the 8-week period. It
is shown here that the CAR agonist TCPOBOP decreases plasma TG-rich lipoprotein and
IDL/LDL levels, resulting in a significant reduction in the atherosclerotic lesion areas in
TCPOBOP-treated Ldir-/~ mice. In contrast, TCPOBOP had a minimal impact on plasma
cholesterol levels and did not reduce atherosclerotic lesions to a significant extent in Apof-/-
mice.
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Material and Methods :
A detailed material and methods section is available online.

Animals: Ldlr-~ and Apok-/~ mice on an homogenous C37BI6 background (Jackson
laboratory, Bar Harbor, ME) were used in the present study. TCPOBOP (1.4-bis[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)benzene)) {Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was given at the dose of 3
mg/kg to the mice during two months with a weekly intraperitoneal injection with corn oil as
vehicle. Control animals received the vehicle only, Animals were placed on a western-type
diet (21% fat and 0.2% cholesterol, Safe, Augy, France). Weight gain and food intake were
monitored on a weekly basis. Animals were sacrificed 5 days after the last injection. All
experimental procedures were in accordance with the local guidelines for animal
experimentation.

Quantification of atherosclerosis lesions: Heart and proximal aorta were perfused and fixed
with paraformaldehyde and excised. Tissues were serially cryosectioned and stained with Oil-
Red-0. The extent of Oil-Red-O staining was measured using color thresholding to delimit
the area of staining with Photoshop software and the surface area stained with Oil-Red-0 was
determined. Aortic valye lesion size of each animal was calculated as the mean of lesion areas
in 5 sections. Blind analysis was performed by two independent investigators. For
immunohistological analysis, serial sections from proximal aorta were stained with oil-red-O,
Masson-trichrome or immunostained with specific antibodies (Anti-alpha-smooth muscle
actin {Sigma-aldrich) and Lamp-2 antibody (Dako ) for macrophages).

Statistical analysis: Results were expressed as mean £ SD. All statistical data analysis was
performed by Student’s test except for atherosclerosis lesion areas which were analysed by a
Mann-Witney U test.
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Results :

Effect of TCPOBOP on lipoprotein profile in Ldlr-~ mice. In order to assess the effect of
CAR activation on plasma lipoprotein profile with specific emphasis on apoB-containing
lipoproteins, Ldlr-/- mice were treated up to 8 weeks with TCPOBOP. The CAR agonist was
given weekly by intraperitoneal injection at a dose of 3 mg/kg. Plasma samples were collected
after 5 days, 4 weeks and 8 weeks of treatment. TCPOBOP administration was well tolerated
all along the 8-week period studied, with no significant changes in food intake and with only
moderate elevation of hepatic transaminase levels (Table SI). As previously described'”,
TCPOBOP-treated mice gained shightly less weight (figure S1). TCPOBOP treatment
dramatically induced the expression of the Sult2al prototypical CAR target gene ', thus
indicating efficient CAR stimulation. As shown in Table 1 and figure 1A, CAR activation
induced a marked decrease in total plasma cholesterol concentration at day 5, with significant
reductions in the cholesterol content of all lipoprotein subclasses, including VLDL, LDL and
HDL. Plasma triglyceride concentration was also significantly reduced (Table I) due to a
decrease of the VLDL fraction (figure 1B). Overall, a consistent picture was maintained all
along the 8-week period studied, however with few differences in the effect of TCPOBOP
after long-term/8-week than after short-term/3-day treatment. A 30% reduction of IDL/LDL
cholesterol was still observed in TCPOBOP-treated mice after 8 weeks, whereas HDL and
VLDL cholesterol levels did no longer differ from those of untreated animals (Figure 1C and
1D). The reduction of plasma triglycerides was also maintained up to 8 weeks of treatment
{Figure 1D). Accordingly, plasma level of apolipoprotein B was significantly reduced in the
TCPOBOP-treated group (Figure 1E).

Effect of TCPOBOP on hepatic lipid content, VLDL production and lipogenic pathways.
In order to determine whether alteration in VLDL production by the liver might contribute to
the reduction of plasma TG concentration, the accumulation of liver-derived VLDL particles
in plasma was measured in fasted Ldr-/~ mice which were injected with poloxamer P407 (i.e.
a VLDL catabolism blocker). As shown in Figure 2A, intraperitoneal injection of poloxamer
induced a time-dependent accumulation of triglycerides, as well as of VLDL cholesterol in
the blood of both control and TCPOBOP-treated mice. Whereas triglyceride secretion was
substantially reduced in TCPOBOP-treated muce as compared to untreated controls, no
difference in VLDL cholesterol secretion was observed (Figure 2B). Accordingly, analysis of
VLDL composition in TCPOBOP-treated mice after 8 weeks of treatment revealed that the
particles were enriched in cholesterol as compared to TG (cholesterol to triglyceride ratio :
6.68£2.67 vs 4.38+1.59, P<0.05) . Since lipid availability is a limiting step for secretion of
apoB-containing lipoproteins by the liver, we measured the hepatic triglyceride and
cholesterol content. As shown in Figure 2C, liver of TCPOBOP-treated mice showed a
reduction in TG and cholesterol levels. Finally, we checked for mRNA levels of genes
involved in the control of lipogenesis such as Insulin induced gene 1 (Insig-1), Sterol
responsive element binding protein lc (Srebplc), Fatty acid synthase (Fas), Acetyl CoA
carboxylase {Acc) and Steroyl CoA desaturase (Scd-1) (Figure 2E). As previously described,
Insigl, which is a negative regulator of Srebple cleavage ", was induced by the TCPOBOP
treatment, Srebplc and Scd-1 mRNA levels were decreased, whereas no changes were
observed for Acc and Fas (Figure 2E). Interestingly and as previously reported, mRNA levels
of Peroxisome-proliferator activated receptor alpha (PPARa) target genes such as Cptl
(carnitin-palmitoyl transferase 1), Cyp4ald, and Ciel (Cytosolic Acyl-CoA thioesterase 1)
were markedly reduced in TCPOBOP-treated mice (Figure 2D). The expression level of
HMGCoA Reductase (Hmgr) (i.e. a well-known cholesterol-sensitive gene) was increased in
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the hver of TCPOBOP-treated ammals (Figure 2E). coming in further support of the
decreased hepatic cholesterol content of TCPOBOP-treated mice.

Finally, in order to demonstrate further that changes in mRNA levels were a direct
consequence of CAR activation and not restricted to Ldlr-/- mice, WT and Car-~ mice were
treated by TCPOBOP injection. As shown in Figure S2. the TCPOBOP-mediated changes
were abolished in Car-/- mice for all the genes while the effect was maintained in WT mice
with a repression of Cptl, Cte, Cypdal4 and Srebplc and induction of Insig-1 (figure S2).

CAR activation increases mRNA and protein levels of the VLDL receptor in the liver
due to an activation of the Vidlr promoter.

A reduction of IDL/LDL cholesterol levels in TCPOBOP-treated mice was constantly
observed along the 8-week period studied. In order to establish whether it might relate to
changes in lipoprotein clearance pathways, hepatic mRNA levels of major genes driving
recognition and catabolism of apoB-containing lipoprotein were assessed by real time PCR.
As shown in figure 3A, VLDL receptor (VIdlr) mRNA levels were induced by approx. 30
fold after TCPOBOP treatment, also leading to a rise in Vldir protein levels as shown by
western blot analysis (Figure 3B). In contrast, no changes were observed for LDL receptor
related protein (Lrp). hepatic lipase (HI), lipoprotein lipase (Lpl) or scavenger receptor Bl
(Sr-BI) mRNA levels (Figure 3C). Again, and in order to demonstrate further that Vidlr
overexpression was a direct consequence of CAR activation, WT and Car-~ mice '* were
treated by TCPOBOP injection. As shown in Figure 3D, the TCPOBOP-mediated mduction
of Vidlr was completely abolished in Car-/- mice.

Interestingly since the VIdir is known to bind apoE but not apoB'® we checked the
distribution of these two apolipoproteins in FPLC fractions (figure 53). We observed that
apoE was present not only in VLDL but also in IDL/LDL fractions supporting the Car-
mediated induction of the Vldlr as a contributor of the TCPOBOP-mediated decrease of these
lipoprotein fractions.

To test whether CAR/RXRa heterodimers activate the mouse Vldir promoter, we cloned
different promoter fragment (-934, -676, -488 and -177 bp upstream of the transcription
initiation site) into the pGL3 luciferase reporter vector. As shown in Figure 3E, the activity of
the -934 and -676 promoters were significantly increased in cells transfected with CAR and
RXRa expression vectors and treated with TCPOBOP. This induction was abolished with the
-488 and — 177 bp suggesting the presence of a CAR responsive element between -676 and -
488.

Overall. these observations come in support of an effect of TCPOBOP in increasing the
catabolic pathway for the apo B-containing lipoproteins through a Car-mediated up regulation
of the VLDL receptor.

TCPOBOP decreases atherosclerotic lesions in Ldlr -/~ mice.

We sought for the consequences of TCPOBOP-mediated changes in plasma lipoprotein
parameters on atherosclerosis susceptibility. After completion of the 8-week treatment period,
the extent of atheroscerotic lesions was quantified on serial cryosections of the proximal aorta
after Oil-Red-O staining. As shown in Figure 4A, the atherosclerotic lesion area in the
proximal aorta was substantially reduced, by approximately 60 % in TCPOBOP-treated
animals as compared to controls receiving the vehicle only. Immunohistological analysis of
lesions revealed no major morphological differences between the two groups, in both cases
with an accumulation of lipid rich macrophages (figure 84). Accordingly, CAR expression in
the aortic wall was very low and no effect of TCPOBOP on gene expression in mouse
macrophages could be observed in the present study (figure $5).
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CAR activation has a reduced impact on plasma cholesterol levels and does not decrease
significantly the atherosclerotic lesions in 4poE-/~ mice.

Since apoE unlike apoB is a ligand for the VIdIr'® ", we searched whether the impact of CAR
activation on plasma cholesterol levels and atherosclerosis development was maintained in
ApoE-/~ mice, The mice were treated with TCPOBOP for 8 weeks using the same protocol.
As for Ldlr-~, TCPOBOP administration was well tolerated all along the 8-week period
studied, with no significant changes in food intake and with a moderate elevation of hepatic
transaminase levels (Table SI). Again, TCPOBOP-treated mice gained slightly less weight
(figure S6). As expected, TCPOBOP treatment dramatically induced the expression of the
SultZal prototypical CAR target gene °. We also compared the expression of Car target
genes after only one TCPOBOP injection and after two months of treatment to check whether
efficient Car activation was maintained all along the treatment. In all cases similar or even
greater induction of the genes was observed in the TCPOBOP treated group after iwo months
thus indicating efficient and persistent CAR stimulation (figure 7). As shown in Table 1I and
figure 5A. CAR activation induced only a moderate decrease in total plasma cholesterol
concentration at day 5 (-10% P=<0.05) with a reduction of the cholesterol content of the VLDL
fraction (figure SA). Plasma triglyceride concentrations were also significantly reduced (Table
2) due to a decrease of the VLDL fraction (figure 5A). However, no significant changes in
plasma cholesterol and triglyceride levels were observed after 4 and 8 weeks and the
proportion of VLDL and IDL/LDL fractions did not changed at 8 weeks (figure 5A).

Finally, after completion of the 8-week treatment period, the extent of atheroscerotic lesions
was quantified on serial cryosections of the proximal aorta after Oil-Red-O staining. As
shown in Figure 6A, only a non significant tendancy toward the reduction in the
atherosclerotic lesion of the proximal aorta was observed in TCPOBOP-treated animals as
compared to controls receiving the vehicle only.

Discussion

It has been previously observed in our laboratory that TCPOBOP is able to decrease both
HDL and LDL cholesterol in mice. However, these effects were monitored over short periods
of treatment in wild-type (WT) mice that, unlike humans, normally present only moderate
levels of apoB-containing lipoproteins. Resulis of the present study demonstrate that
treatment with the CAR agonist TCPOBOP has the potential to decrease the circulating levels
of apoB-containing lipoproteins and to reduce the development of atherosclerotic lesions on
the long term in Ldlr-/- mice. The beneficial effects on the lipoprotein profile are related, at

least in part, to a decreased secretion of TG-rich lipoproteins and to an increased clearance of

cholesterol-rich/apoB-containing lipoproteins, while the early effect on HDL level is only
transient. The CAR-mediated induction of the VidIr is likely to account at least in part, for the
observed phenotype since the effect of TCPOBOP are markedly attenuated in ApoE-/- mice
that lack this physiological ligand for the Vldlr, in particular with no significant effect on
atherosclerosis lesion area of the proximal aorta.

CAR was initially described as a xenobiotic sensor that regulates genes involved in the
detoxification and elimination of potentially harmful exogenous molecules. However, recent
studies have underlined its role in the metabolism of endogenous molecules including bile
acids, cholesterol and triglycerides. As observed in a recent study from our group ', treatment
of WT, C57BI6 mice by a CAR agonist decreased HDL cholesterol and apoA-I, and also
reduced LDL cholesterol levels. However, these observations were made after only a short
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period of treatment with the CAR agonist and n a model that, unlike humans, naturally
displays very low levels of apoB-containing lipoproteins. We chose here to use Ldlr-/~ mice
fed a western type diet to assess the effects of CAR activation on both lipoprotein metabolism
and atherosclerotic lesions over a longer/2-month period. Ldlr-/~ mice display high levels of
apoB-contaming lipoproteins and are highly susceptible to diet-induced atherosclerosis. As
previously described, five-day treatment with the CAR agonist produced a marked reduction
in total plasma cholesterol levels that was related to a decrease in all lipoprotein classes,
including VLDL, LDL, and HDL. A reduction of plasma TG levels was also observed, A
consistent, but slightly different picture was observed after longer periods of treatment.
Whereas VLDL and HDL cholesterol levels were no longer reduced, a ~30 % reductions of
LDL cholesterol and plasma TG levels were still observed at week 4 and 8. These results
clearly show that CAR activation can exert two kinds of effects, On the one hand, acute
effects on HDL and VLDL are only transient and disappear after a few weeks of treatment,
suggesting the existence of compensatory mechanisms that antagonize CAR activity. On the
other hand, reductions in LDL cholesterol and triglyceride levels are observed at any time
point and might be mediated by distinet, CAR-specific mechanisms.

There is an apparent controversy about the effect of CAR on triglyceride metabolism. On the
one hand CAR activation has been shown to reduce plasma TG levels, to decrease VLDL
secretion and to reduce lipogenesis in mice . These effects were further associated as in the
present study with the CAR-mediated induction of the Insigl gene that negatively regulates
the lipogenic transcription factor Srebple 7. On the other hand, TCPOBOP treatment has
been shown to increase TG levels in WT mice fed a western type diet 1 and Car-deficient
mice present significantly lower plasma TG levels under a high fat diet "', Moreover, CAR
deficiency has been shown to increase fatty acid beta oxidation, suggesting that CAR
antagonized some PPAR-o mediated pathways (including beta oxidation). We provide here a
tentative explanation to this apparent controversy. In accordance with earlier observations 1
the CAR-mediated inhibition of PPARa-dependent pathways was supported by the decreased
expression of PPARO target genes such as Cptl, Cyp4ald and Ctel. In contrast, and as
previously described ° . the Insig-1 gene (i.e. a negative regulator of Srepbplc cleavage) was
induced after CAR activation and mRNA levels of key lipogenic genes such as Srebple and
Scd-1 were down-regulated. Thus, CAR is able to exert concomitant and antagonistic actions
and the overall effect is likely to result from a subtle balance depending on the metabolic
context. As far as the present study 1s concerned, CAR activation clearly decreased liver TG
content and plasma TG concentration, fe. two potential beneficial effects in term of
atherosclerosis. Moreover, since the effect of CAR activation on plasma TG levels was more
pronounced in Ledfr-~ than in ApoE-/~ we cannot exclude that induction of the Vidir also
contributed to the decrease of plasma TG levels.

Beside plasma TG levels, the atherogenicity of lipoprotein profile in Ldlr-/~ mice is mainly
determined by the accumulation of cholesterol-rich, IDL/LDL lipoproteins due to the absence
of LDL-receptor expression. Importantly, we show here that TCPOBOP is able to increase the
catabolism of these lipoproteins likely through induction of hepatic VLDL-receptor which
belongs to the LDL-R receptor family. Although VLDLR is a peripheral receptor which is
normally expressed in muscle and adipose tissue with very low level of expression in the
liver, its hepatic expression is known to increase in Lair-/~ mice. Its expression is detectable at
the mRNA and protein levels in the mouse liver and is submitted to transcriptional regulation
"2 This suggests its potential role as a back up for the LDL-receptor '*. Our results show
that TCPOBOP is able to increase further the VLDLr expression, by more than 30 fold in the
liver after 8 weeks of treatment. Up-regulation of the Vldir is the most relevant candidate in
accounting for the increased clearance of apoB-containing lipoproteins in TCPOBOP-treated
animals since we did not observe any changes for any other major apoB-lipoprotein receptor.
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In further and strong support of the latter view, data from the literature clearly show that

hepatic overexpression of Vidlr by the use of viral vectors promotes the preferential reduction
’ - - 3 1.2 3

of IDL/LDL particles, just as we observed in the present study'” *'?*. Most importantly, when

the expression of the Vidlr higand (i.e. apoE) was suppressed in apaf-/~ mice, the impact of

TCPOBOP treatment on plasma apoB-containing lipoproteins was markedly attenuated.
Importantly, the TCPOBOP-mediated regulation is CAR specific since the effect on Vidlr
expression was totally abolished in Car-deficient mice (Figure 4) and Car seems to act by
increasing the activity of the V1dlr promoter (Figure 4).

Finally, in accordance with the potentially beneficial changes, atherosclerosis was
significantly decreased in TCPOBOP-treated animals. The mechanisms that account for this
reduction are likely related to the modification of plasma lipoprotein metabolism at the
systemic level. Local effects at the vascular wall are unlikely because CAR is mainly
expressed in the liver and in the intestine with much lower levels of expression in other
tissues as this was confirmed in the present study ', While the decrease in plasma TG levels
could have also contributed to the reduction of lesion size, reduction of cholesterol in apoB-
containing lipoproteins likely produced the major impact in preventing atherosclerosis.
Accordingly, hepatic expression of Vidlr by different strategies efficiently reversed
hypercholesterolemia and atherosclerosis susceptibility in Lefr-~ mice "™ ** and no
significant effect of TCPOBOP on atherosclerotic lesion area in the proximal aorta in apof-/-
mice was observed in the present study.

Despite reported induction of liver hyperplasia and carcinoma in mice after extended
treatment with CAR agonists 2 up to 8 week treatment by TCPOBOP was well tolerated in
the present study and did not produce appareni deterioration of the health status of the
animals. It should be emphasized that mice and humans are Known to differ markedly in their
susceptibility to non-genotoxic carcinogens **. Indeed drugs presenting some CAR activating
properties are currently used in human therapy " and PPAR-u agonists, who also induced
liver hypertrophy and mmnr{#gcncsis in mice, are widely used in human therapeutic in the
treatment of dyslipidemia *™ %", Whether CAR constitutes a promising target in the prevention
and/or treatment of atherosclerosis in humans will deserves specific attention.
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Figure 1 (A-D) Plasma lipoprotein profiles of Ldlr -~ mice treated or not with TCPOBOP. Plasma
from control and CAR agonist-treated animals were fractionated by FPLC. Three-hundred microliters of
pooled plasma samples (day 5) or individual plasma samples (2 months) was passed through a Superose 6
HR. column, and total cholesterol or triglycerides content of individual fractions were determined. (A)
cholesterol distribution after 5 days, (B) triglycerides distribution after 3 days, (C) cholesterol distribution
after 2 months, (D) triglyceride distribution after 2 months. (E) Chelesterol concentration in lipoprotein
subclasses afier 2 months. Cholesterol concentration in lipoprotein subclasses were caleulated from sum of
fractions in individual FPLC profiles of mice. VLDL: fractions 4 to |(; IDL/LDL: fractions |1 to 24 and
HDL: fractions 25 1o 40. (r=10 per group; *P<0.01 vs vehicle). (F) ApoB concentration in Ldli-/- mice
after two months of freatment (n==8, ¥P<0.05).
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Figure 2 (A) Triglyeeride secretion in Ldlr-/~ mice treated or not with TCPOBOP for 2 months. Rates of
production were assessed afler Poloxamer injection. TG were measured by enzymatic methods before
injection, after 30 minutes, 1 and 2 hours {(n=10; *P<0.005 vs vehicle). (B) Rate of triglyceride and
cholesterol secretion in VLDL. Cholesterol and tmglycendes were measured m the VLDL fraction before
injection and after 2 hours (w=10; *P<0.01 vs vehicle). (C) Hepatic lipid content. Ldlr-/~ mice were treated
with TCPOBOP or vehicle for 2 menths. Lipids were extracted from the liver and measured as described in
Materials and Methods (n=10; *P<0.01 vs vehicle). (D) Relative mRNA levels of PPAR-u target genes.
Liver mERNA levels of Cptl, Cte and Cypd4A 14 were determined by real-time RT-PCR (n=10; **P=<0.05 vs
vehicle). (E) mRNA levels of genes involved in the control of lipogenesis and cholesterol synthesis. Liver
and mRNA levels of Insig-1, Srebplc, Scd-1, Acc, Fas and Hmgr were determined by real-time RT-PCR

(r=10; *P=0.05 vs vehicle).
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Figure 3. Analysis of hepatic receptors invelved in apoB-lipoprotein catabolism in mice treated or not
with the CAR agonist (A) Relative Vidlr receptor mRNA levels in the liver of Ldlr-/- mice afier two month
of treatment (n=10; *P<0.001 vs vehicle). (B) Western blot analysis of VIdir in the liver. Total proteins were
extracted from the liver and Vidlr was detected with specific antibody and data were normalized with beta-
actin (C) Relative mRNA levels of Lrp, Lpl, HI and Sr-Bl were determined by real-time RT-PCR. (D)
Relative mRNA levels of Vidlr in WT and Car-~ mice treated or not with TCPOBOP (a=10; *P<0.05 vs
vehicle). (E} Car activation increase V0dlr promoter activity, Human 293 HEK cells were transfected with
Vidlr prometer constructs or the Sv40 promoter m pGL3 luciferase reporter vectors in the presence of pSGS-
RXR and pCMx-CAR or empty vectors. Cells were treated with TCPOBOP (1 ph) or DMSO (Crrl) for 24
hours and lucilerase activities were measured on cell lysates. Results are relative to the levels in untreated
cells. Each bar is the mean + 5.1, of wiplicate determinations. *: P< 0.03 Vs Curl
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Figure 4: Quantification of atherosclerotic lesions of Ldfr-~ mice treated or not with
TCPOBOP for 2 months. (A) Quantification of atherosclerotic lesion area in the aortic
valves, Oil-Red-0 stained area was quantified by color tresholding and are expressed as a
um2 (u=10; ¥P<0.001 vs vehicle). (B) Representative picture of Oil-Red-0 stained aortic
valves. Lesions in aortic roots were stained with Oil-Red-0 to detect accumulation of lipids

and photographed.
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Figure 5 Plasma lipoprotein profiles of ApoE -~ mice treated or not with TCPOBOP. FPLC profiles
after 5 days and two months of treatment. Plasma from control and CAR agonist-treated animals were
fractionated by FPLC. Three-hundred microliters of pool from ten distinct mouse plasma samples was
passed through a Superose 6 HRE column, and total cholesterol or triglycerides content of individual
fractions was determined as described in Materials and Methods (A) cholesterol distribution after 5 days,
(B) triglyeenides distribution after 5 days, (C) cholesterol distribution aller 2 months, (D) triglyceride
distribution after 2 months.
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Figure 6: Quantification of atherosclerotic lesions of ApoE-~ mice treated or not with
TCPOBOP for 2 months. (A} Quantification of atherosclerotic lesion area in the aortic valves.
Qil-Red-0 stained area was quantified by color tresholding and are expressed as a pm2 (n=9;
N5, vs vehicle). (B) Representative picture of Oil-Red-O stained aortic valves. Lesions i aortic
roots were stamed with O1l-Red-0 o detect accumulation of Lipids and photographed.
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Table 1: Plasma lipids levels in Lalr-~ mice, Animals were fed a western diet during 2 months and
were treated either with vehicle or TCPOBOP (3 mg/kg/week). Blood from fasted mice was collected
after 1, 4 and 8 weeks of the treatment. For HDL cholesterol determination, individual plasma samples
were fractioned by ultracentrifugation at d=1.21. (Values are expressed in mmol/] and as mean + SD;

*P=(),05 vs vehicle).

Control group TCPOBOF treated group
{Vehicle)
n=10 n=10
1 Week
Total cholesterol 26.06£2.27 14.00£3.20%
HDL cholesterol 4.36=0.35 1.5520.36%
Non-HDL cholesterol 21.63+3.22 12.40+2.80*
Triglycerides 2.65+0.69 1. 10+0.559%
Phospholipids 8.92+0.92 4.97+0.86%
4 Weeks
Total cholesterol 33.1743.68 25,8043 05
HDL cholesterol 4.08:0.45 4.79+0.56
Non-HDL cholesterol 29.08+3.22 21.1£2.48*
phosholipids 9.11+1.05 7.544+0.97%
Triglycerides 2.28+0.46 1.71£0.20%
% Weeks
Total cholesterol 28.37+4.55 2547£5.45
HDL cholesterol 3.2720.67 3.79+£0.69
Non-HDL cholesterol 25.43+3.94 21.49+4.07*
Triglyeerides 2.20+0.62 1.45+0.81%
Phospholipids 7.16:40.89 6.88+1.0
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Table 2: Plasma lipids levels in 4poE-~ mice. Animals were fed a western diet during 2 months and
were treated either with vehicle or TCPOBOP (3 mg/kg/week). Blood from fasted mice was collected
after I, 4 and 8 weceks of the treatment. For HDL cholesterol determination, individual plasma samples
were fractioned by ultracentrifugation at d=1.21. (Values are expressed in mmol/] and as mean + SD;

*P<0.05 vs vehicle).

Control group

TCPOBOP treated group

{Vehicle)
n=49 n=9

1 Week
Total cholesterol 11.16:0.74 9.3620.52%
HDL cholesterol 2.91+0.62 2.30+0.65
Non-HDL cholesterol 8.2620.51 T.06x1.06%
Triglycendes 0.46+0.32 01.32:60.05%
Phospholipids 200025 1.76£0.18%

4 Weeks
Total cholesterol 33.7+£7.39 31.3+4.39
HDL cholesteral 1.56:£0.33 2.2640.32%
Non-HDL cholesterol 32.18+7.15 29.08+4.08
Phosholipids 5.34+0.81 5.47+H0.63
Triglycerides 1.99+0.74 1.50:0.36

& Weeks
Total cholesterol 30.0249.95 30.6£5.45
HDL cholesterol 0.92+0.57 1.5520.34%
MNon-HDL cholesterol 29.1049.51 259.19+3.53
Triglycerides 1.25+0.62 1080 81
Phospholipids 5 854+2.04 5.98:£0.70
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Detailed methods :

Blood and tissue sampling: Fasted animals were anacsthetized using xylasine/ketamine injection.
Blood samples were collected by puncture in veing cava with heparinized syringes and were
centrifuged at 8000 rpm for 10 min. Plasma were harvested and stored at -20°C. Livers were excised,
weighted, immediately snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C before mRNA extraction and
biochemical analysis.

Plasma lipid analysis: All assays were performed on a Victor2 1420 Multilabel Counter (Perkin
Elmer Life Science: Boston, MA). Total cholesterol and triglyeeride concentrations were measured by
enzymatic methods using Cholesterol-FS (Diasys, Boutfémont, France) and Triglyceride-FS (Diasvs)
reagents, respectively, HDL and non-HDL fractions were separated by ultracentrifugation at a 1.07
density using a TLA-100 rotor on a TLX-120 ultracentrifuge (Beckman Coulter, Fullerton, CA) and
cholesterol concentrations were determined in cach fraction. Plasma apoB concentrations were
determined using a commercial ELISA kit (Usen Life Science Inc. Wuhan, China) following the
instructions provided by the manufacturer.

Fractionation of plasma lipoproteins: Plasma samples (300 pl) were injected on a Superose 6 HR
10/30 column (Amersham Pharmacia Biotech, Saclay, France) connected to a fast protein liquid
chromatography (FPLC) system (Amersham Biosciences, Saclay, France). Lipoproleins were eluted at
a constant 0.3 ml/min flow rate with Tris-buffered saline containing 0.074% EDTA and (L02% sodium
azide. Total cholesterel and triglyceride concentrations were assayed in individual 0.3-ml fractions by
enzymatic methods as described above, Apolipoprotein B and Apolipoprotein E were determined in
individual fractions by Western blot analysis using apoB H-300 and apoE D-15 antibodies
respectively (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA)

Triglveeride and cholesterol production rate in vive: Fasted mice were injected intrapetitoneally
with Poloxamer 407 (Lasersen, Etampes, France) (1 g/kg body weight), Blood samples were drawn
into heparin-containing tubes at 0, 30, 120, and 240 min after injection, and plasma was prepared by
centrifugation. Plasma triglyeeride levels were determined as above, and the triglyceride production
rate was calculated from the slope of the curve and expressed as pp/g body weight'h. For the
determination of cholesterol accumulation in VLDL, the d=<1.007 fraction was isolated by
ultracentrifugation for 30 min, at 100 000 rpm and cholesterol concentration was determined in this
fraction. Hepatic lipids were extracted and cholesterol and triglyceride levels were determined by
enzymatic methods, as described previously i

Western blot analysis of VLDL receptor: Liver samples frozen in liquid nitrogen were homogenized
and suspended in a lysis buffer containing a cocktail of protease inhibitors (Roche Diagnostics,
Meylan, France). Soluble protein fractions were adjusted to a concentration of 1 pg/ul. 8 pg of
proteins were separated by SDS-PAGE on NuPage 4-12% polyacrylamide gradient gels (Invitrogen,
Carlsbad, CA) under reducing conditions and finally transferred to PVDF membrane as described by
the manufacturer (Invitrogen, Carlsbad, CA). The transfer membrane was blocked for 1h30 with
TBS/tween containing 5% BSA, washed and incubated overnight at 4°C with mouse monoclonal
antibody for the Vidir (1:1000) (VLDLR 6A6 Santa Cruz, Heidelberg, Germany) in TBSftween
containing 1% BSA. After extensive washing, the antigene-antibody complexes were detected using
HRP (Horse radish peroxidase) labeled polyclonal goat anti-mouse IgG (1:2000) using a
chemiluminescenee kit detection system (Santa Cruz, Heidelberg, Germany).
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RNA isolation and real-time PCR: Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA). 100 pg of RNA was reverse-transcribed into cDNA using M-MLY reverse
transcriptase, Random Primers and RNAseOUT inhibitor (Invitrogen, Carlsbad, CA). ¢cDNA were
quantified by real ime PCR using a SYBR® Green Real-time PCR kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) on
a LightCycler 2.0 detection system (Roche Diagnostics, Meylan, France), Relative mRNA levels were
determined wsing the AACt method. Values were expressed relative to Gapdh levels. Sequences of the
oligonucleotides are available upon request.

Transient transfections and Luciferase transactivation assays: The Vidlr luciferase construets were
obtained by inserting the -934, -676, -488 and -177 bp fragments of the mouse Vidlr gene promoter in
the multicloning site of the pGl3 basic vector {Promega, Charboniere, France). Promoters fragments
were obtained by PCR using high fidelity DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Human 293T
cells were transiently transfected with expression plasmids pCMX-CAR and pSG35-RXRa and
reporter plasmids using lipofectamine 2000 (Invitrogen). After 24 hours, cells were treated with
TCPOBOP until the end of the experiment. Luciferase was measured using the Dual Glo Luciferase
Assay System (Promega) according to the manufacturer’s instructions.
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Figure 51 : Body weight curve of Ldlr-/~ mice treated or not with TCPOBOP
Animals were fed a western diet during 2 months and were treated either with vehicle or TCPOBOP.
Body weight was evaluated weekly all along the period of treatment.
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Figure 52: Effect of TCPOBOP treatment on hepatic gene expression in WT and Car -/-
mice. WT and Car-/- mice were treated by TCPOBOP or vehicle only and relative mRNA

levels of selected penes were determined by real time PCR (A) Relative mENA levels of

genes involved in fatty acid catabolism. (B) Relative mRNA levels of genes involved in the
control of lipogenesis. (n=35 in each cases, *: P<0.05 Vs Vehicle group)
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Figure $3: ApoE and ApoB distribution in FPLC fractions in Ldfr-- mice.

Cholesterol concentration as well as ApoB and apoF distribution in FPLC fractions from Ldlr-/- mice
treated or not with TCPBOP for 8 weeks. Pooled plasma samples (n= 3 in each case) were submitted
to FPLC ApoE and APOB distribution were determined by western blot as describe in materials and
methods. (A} Vehicle treated mice. (B): TCPOBOP treated mice.
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Figure 54 : Immunchistological analysis of atheroselerotic lesion in Ldfr mice treated or not
with TCPOBOP and fed a Western type diet for 8 weeks. (A) Immunostaining for macrophages
{(Lamp2) and (B) SMCs (a-SMA) of sections from the proximal aorta, (C') Masson trichrome staining
(D) oil red O staining
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Figure 55: (A) Relative Car mRNA levels in different mouse tissues or cell types. Total RNA
were extracted from ditfferents tissues and relative Car mBENA levels were determuned by real-time
RT-PCR as described in Materials and Methods. (B) Effect of TCPOBOP treatment on the
expression of selected genes in mouse macrophages. Pentoneal mouse macrophages were treated
in vitro with TCPOBOP (100 nM for 24 hours) and the relative mBNA levels of Abchl, Vidlr,
CD36, Abcgl and Ldlr were determined by real time PCR as describe in materials and methods.
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Figure 56: Body weight curve of ApaE-~ mice treated or not with TCPOBOP . Animals were fed a
western type diet during 2 months and were treated either with the vehicle or TCPOBOP. Body weight
was evaluated weekly all along the period of treatment.
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Figure 57: Effect of TCPOBOP on the expression of Car target genes after 1 or 8 weeks
of treatment. ApoE-/- mice were sacrificed after one or § weeks of TCPOBOP treatment. In
both cases mice were sacrificed 5 days after the last LP. injection. Relative mBRNA levels were
determined by real time PCR as describe in materials and methods.
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Table 51 : Food intake, body weight and liver parameters of Ldlr -/~. Animals were fed a western
diet during 2 months and were treated either with vehicle or TCPOBOP. Food intake was evaluated
during the treatment, body weight gain was determined at the end of the treatment and liver and
plasma were harvested 5 days after the last injection for mRNA and plasma parameters determination.
Values represent the mean = SD. *p<0.05; **p=0.00]

Body weight Sult 2A1

Food Intak€ ) fer 2months  mRNA levels Hopalic parsnglers
(g/day) ASAT(IU) ALAT(IU) Bilirubine (IU)
VEhiFe 4432130 258415 L0£026 100622 33416 6.2540.71
TCPOBOP  ga7s188 240 =09% 42621 180+63*  100+26"  6.00=0.00
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Table SII : Food intake, body weight and liver parameters of ApoE -/-. Animals were fed a
western diet during 2 months and were treated either with vehicle or TCPOBOP. Food intake was
evaluated during the treatment, body weight gain was determuined at the end of the treatment and liver
and plasma were harvested 5 days after the last injection for mRNA and plasma parameters
determination, Values represent the mean £ SD. *p<0.03; **p=0.001

Body weight
Sult 2A1 .
Food Intake After 2 mRNA levels Hepatic parameters
months
(g/day) ASAT(IU)  ALAT (IU)  Bilirubine (IU)
Vebicle 3874005 286 £34 145+ 1.08 131689 93+140  10.5+139
TCP(;E;JP JEL+070 27.0 £1.3* 193 £9.53* 254 £202* 268 £84** 10.75 + 15.1
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protein modulates the effect of liver X receptor agonists on cholesterol transport and
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IV. Résultats et discussion

Dans cet article, les modeles utilisés (Ldlr-/- et ApoE-/-) ont permis d’étudier les effets de

CAR sur le métabolisme des lipoprotéines a apo-B, riches en triglycérides et en cholestérol.

Chez les souris Ldlr-/-, et comme précédemment décrit, une diminution du cholestérol
associée a I’ensemble des classes de lipoprotéines incluant les VLDL, LDL/IDL et HDL a été
observée, apres la premicre injection de TCPOBOP. Une diminution du taux de triglycérides
plasmatiques a €galement ét¢ mise en évidence. Apres un et deux mois de traitement, des
résultats sensiblement différents ont été observés. Aprés huit semaines de traitement, le
cholestérol des fractions VLDL et HDL initialement diminué a atteint un niveau comparable a
celui des souris non traitées, en revanche, la diminution du cholestérol LDL et des
triglycérides a pu étre observée tout au long du traitement. Ces résultats démontrent
clairement que 1’activation de CAR induit deux effets. D une part, le TCPOBOP induit, apres
un traitement aigu, un effet transitoire sur les VLDL et le HDL et cet effet disparait apres
deux mois de traitement, suggérant la mise en route de mécanismes compensatoires
s’opposant a Dl’effet de CAR. D’autre part, la diminution du cholestérol LDL et des
triglycérides persiste tout au long du traitement et doit étre la conséquence de mécanismes

différents, spécifiques de CAR.

Il existe une controverse a propos des effets de CAR sur le métabolisme des triglycérides.
D’une part, 1’activation de CAR diminue la triglycéridémie, la sécrétion de VLDL et la
lipogenéese. Ces effets ont €té associés a I’induction de Insigl par CAR comme observé dans
cet article. Insigl régule négativement le facteur de transcription Srebplc et s’oppose ainsi a
la stimulation de la lipogenese [23, 435-437]. Inversement, le traitement par TCPOBOP induit
une augmentation de la triglycéridémie chez les souris sauvages sous régime riche en graisses
[23]. De plus, P’activation de CAR diminue la B-oxydation, suggérant que CAR inhibe les
voies métaboliques de PPARa [384]. Les résultats de notre étude permettent d’apporter une

explication aux différences observées.
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Dans notre travail, en accord avec les études montrant I’impact négatif de CAR sur les voies
PPARa, le traitement par TCPOBOP diminue ’expression des geénes impliqués dans la -
oxydation et de génes cibles de PPAR alpha comme Cptl, Cyp4al4 et Ctel. A 1’opposé et
comme précédemment décrit, le gene Insigl, régulateur négatif de Srebplc, est induit apres
traitement et les niveaux d’expression des genes impliqués dans la lipogenése comme Srebplc
et Scdl sont diminués. Ainsi, CAR est capable d’exercer des effets opposés sur le
métabolisme des triglycérides et 1’effet résultant semblerait étre le résultat d’une balance
subtile dépendant du contexte métabolique. Néanmoins, dans notre étude 1’activation
pharmacologique de CAR induit clairement une diminution du contenu hépatique en
triglycérides et du taux de triglycérides plasmatiques, deux effets potentiellement bénéfiques

en terme d’athérosclérose.

L’athérogénicité du profil lipoprotéique des souris Ldlr-/- dépend certes de la triglycéridémie
mais surtout de I’accumulation de lipoprotéines riches en cholestérol, IDL et LDL. Dans notre
étude, le traitement par TCPOBOP induit une diminution du LDL cholestérol alors que le
VDL cholestérol ne varie pas. Ces données suggeérent un catabolisme accru des LDL chez les
souris traitées par TCPOBOP. Parmi tous les récepteurs hépatiques capables de lier les LDL,
seule I’expression du récepteur aux VLDL était significativement induite par le traitement
(plus de 20 fois apres 8 semaines de traitement). Ce récepteur a été découvert en 1986 par
Brown et al. [466] et appartient a la famille du récepteur aux LDL [467]. Il est abondamment
exprimé au niveau des tissus actifs dans le métabolisme des acides gras comme le cceur, les
muscles squelettiques et le tissu adipeux, ainsi qu’au niveau des macrophages et du cerveau
[467-474]. 1l est en revanche peu exprimé dans le foie. Il reconnait I’apolipoprotéine E et lie
donc les VLDL, les IDL [469, 475, 476] ainsi que les chylomicrons remnants [477] et la
lipoprotéine a [478]. A noter que chez ’Homme, les VLDL ne sont pas de bons ligands pour
le récepteur aux VLDL [479], ainsi les IDL lient préférentiellement ce récepteur [480]. Le
récepteur aux VLDL intervient également dans la capture des LDL en contexte
dyslipidémique. Ce phénomeéne est lié a I’augmentation de [’apolipoprotéine E dans
I’ensemble des classes de lipoprotéines. Ainsi, la surexpression du récepteur aux VLDL dans
les cellules ovariennes de hamster déficientes pour le récepteur aux LDL, permet la liaison de
I’apolipoprotéine E [481] et sa surexpression in vivo contribue a la diminution du taux de
cholestérol plasmatique associé a la fraction non seulement des VLDL et IDL, mais aussi des

LDL chez les souris apoE2/2 et E3*Leiden [482-484].
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La capacité du récepteur aux VLDL a diminuer le taux de LDL est également observée chez
les souris déficientes pour le récepteur aux LDL chez lesquelles le récepteur aux VLDL a été
surexprimé¢ au niveau hépatique via des vecteurs d’origine virale [480, 485]. Le récepteur aux
VLDL participe également a I’hydrolyse des triglycérides des VLDL et des chylomicrons en
association avec la lipoprotéine lipase et a la capture cellulaire des acides gras libres [486]. 11

participe aussi au catabolisme de la lipoprotéine lipase [487, 488].

La stimulation de ce récepteur semble donc étre une hypotheése plausible pour expliquer la
diminution du taux de lipoprotéines a apo-B chez les souris Ldlr-/-. En accord avec cette
hypothese, différentes études ont démontré que la surexpression hépatique du récepteur aux
VLDL chez les souris Ldlr-/- induisait une diminution préférentielle du taux de LDL/IDL, des
triglycérides, la régression des plaques athéromateuses et la diminution du contenu des lésions

en macrophages [484, 485, 489-491].

Dans le modele des souris déficientes pour 1’apolipoprotéine E et donc en I’absence du ligand
physiologique pour le récepteur aux VLDL, I'impact du TCPOBOP sur le profil des
lipoprotéines a apo-B est trés nettement atténué ce qui renforce notre hypothése. La régulation
du récepteur aux VLDL par le TCPOBOP est dépendante de CAR : son induction est
totalement abolie chez les souris CAR-déficientes et semblerait mettre en jeu une régulation
directe puisque le TCPOBOP induit une augmentation de 1’activité¢ du promoteur du récepteur

aux VLDL.

En accord avec les modifications potentiellement bénéfiques du profil lipidique,
I’athérosclérose est significativement diminuée chez les souris Ldlr-/- traitées par TCPOBOP.
Nous avons démontré précédemment (voir article 1) que CAR est capable de stimuler le
transport réverse du cholestérol chez la Souris avec des conséquences positives en terme
d’homéostasie du cholestérol et de susceptibilité a 1’athérosclérose. Les données présentées
dans ce deuxieme article suggerent que les mécanismes participant a la diminution des 1ésions
puissent étre également attribuables en partie aux effets bénéfiques de CAR sur le profil
lipoprotéique au niveau systémique. Ainsi, dans notre étude précédente nous avions observé
une diminution des lésions athéromateuses au niveau de [’arche aortique et de [’aorte

descendante chez les souris ApoE-/- traitées par le TCPOBOP.
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Dans ce deuxiéme travail, bien qu’une tendance a la diminution des Iésions au niveau de la
valve aortique soit observée chez les souris ApoE-/-, elle n’est pas statistiquement
significative et la diminution est moins marquée que chez les souris Ldlr-/-. Il est important de
souligner qu’a la différence des souris Ldlr-/-, les souris ApoE-/- traitées par TCPOBOP ne

présentent pas de diminution significative du LDL cholestérol.

Il est donc probable que les deux effets de CAR (stimulation du transport réverse du
cholestérol et diminution des concentrations circulantes de lipoprotéines a apo-B) contribuent
chacun significativement a la réduction des lésions athéromateuses chez les animaux traités
par TCPOBOP. 1l semble par contre peu probable que CAR intervienne directement au niveau
de la paroi vasculaire, car le récepteur est préférentiellement exprimé au niveau du foie et de
I’intestin [260]. La morphologie des Iésions est d’ailleurs similaire chez les animaux traités ou

non par TCPOBOP.
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CONCLUSION

Le syndrome métabolique associe plusieurs anomalies métaboliques comme 1’obésité, les
dyslipidémies, le diabéte et I’hypertension artérielle. L’incidence de ce syndrome est en nette
croissance dans les pays développés. Il prédispose aux complications cardio-vasculaires et

participe au développement de la stéatose hépatique non alcoolique.

Durant les années 1990, le role des récepteurs nucléaires dans la régulation de ce processus a
fait I’objet de nombreuses ¢études, offrant ainsi la perspective de nouvelles cibles
thérapeutiques. Ainsi, les fibrates, agonistes du récepteur PPARa sont utilisés chez I’Homme
dans le traitement de I’hypertriglycéridémie [439, 492, 493]. A I’instar de PPARa, d’autres
récepteurs comme FXR et LXR ont été proposés pour le traitement des dyslipidémies et de
I’athérosclérose [17, 18, 494-498]. Cependant, les mécanismes moléculaires qui sous-tendent
leur action métabolique sont complexes et les nombreuses différences observées selon les
modeles d’études et ’absence de données chez I’Homme ne permettent actuellement pas leur
utilisation. Au sein de la sous-famille NR1 des récepteurs nucléaires a laquelle appartiennent
LXR, FXR et PPARa, le récepteur CAR initialement décrit pour son réle dans la coordination
de la détoxification des molécules exogénes comme les polluants et certains médicaments
[446, 499, 500], a récemment été impliqué dans le métabolisme endogene des acides biliaires,
des hormones thyroides et des triglycérides [23, 361, 406, 410, 435], faisant de ce récepteur
particulier un acteur du métabolisme énergétique. Chez I’Homme, le phénobarbital, double
agoniste CAR-PXR a été utilisé pendant de nombreuses années dans le traitement chronique
de I’épilepsie mais les effets de cette molécule sur les parametres lipidiques et métaboliques
ne sont que partiellement caractérisés [355, 416-419]. L’utilisation d’un agoniste spécifique
chez la Souris (TCPOBOP) a permis d’étudier le réle propre de CAR dans ces phénomenes.
Ainsi, CAR intervient dans la néoglucogenese, la lipogenése et le métabolisme des
lipoprotéines. Les travaux présentés dans les articles 1 et 2 montrent que [’activation
pharmacologique de CAR s’oppose a I’accumulation des lipides intra-hépatiques et améliore
le profil lipoprotéique de souris dyslipidémiques, suggérant un role bénéfique a la fois dans le

développement de la stéatose hépatique et de 1’athérosclérose.
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ANNEXES

Annexe 1: Classification des récepteurs nucléaires [40].

NOMS NOMENCLATURE LIGANDS ENDOGENES LIGANDS EXOGENES
NR1

TR a et B NR1Al et2 Hormones thyroidiennes

RAR a, B ety NRIBI, 2 et 3 Acide trans-rétinoique AM 580

PPAR a,Bety NRICI,2et3 Acides gras, leucotriene B4, Fibrates (o)

prostaglandine J2 Thiazolidinediones (y)

Rev-erbaetpp  NRIDI et2 Orphelins

RORo,pety  NRIFI,2et3 Cholestérol et sulfate de T0901317

cholestérol (a), acide
rétinoique (B, orphelin (y)

LXR a et f NR1H3et 2 Oxystérols T0901317
GW3965

FXR a (et p) NR1H4 (et 5) Acides biliaires (o), Fexaramine (o)

lanostérol

VDR NRI1I1 Vitamine D et 1,25

dihydroxyvitamine D3,
acide lithocholique

PXR NRII2 160 cyanoprégnénolone,
phénobarbital (non
spécifique)

CAR NR1I3 CITCO, TCPOBOP,
phénobarbital, androstanol
et androsténol

NR2

HNF4 o ety NR2Alet2 Orphelin

RXRa, ety NR2BI1, 2 et3 Acide 9-cis rétinoique LGD 100268

TR2 et4 NR2C1 et 2 Orphelin
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TLL NR2E2 Orphelin
PNR NR2E3 Orphelin
COUP-TFI NR2F1 Orphelin
COUP-TFII NR2F2 Orphelin
EAR2 NR2F6 Orphelin
NR3
ERaetp NR3Alet2 17B cestradiol Tamoxiféne, raloxiféne
ERR a, B ety NR3BI1,2et3 Orphelin (o) DES et 4-OH tamoxiféne (§
ety)
GR NR3Cl1 Cortisol Déxaméthasone, RU486
MR NR3C2 Aldostérone Spironolactone
PR NR3C3 Progestérone Acétate de
médroxyprogestérone,
RU486
AR NR3C4 Testostérone Flutamide
NR4
NGFI-B NR4A1 Orphelin
NURRI1 NR4A2 Orphelin
NOR1 NR4A3 Orphelin
NRS
SF1 NR5A1 Orphelin
LRH-1 NR5A2 Orphelin
NRé6
GCNF NR6A1 Orphelin
DAX-1 NROBI1 Orphelin
SHP NROB2 Orphelin
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Annexe 2 : « Activation of the constitutive androstane receptor decreases HDL in wild-type

and human apoA-I transgenic mice ».
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Abstract The nuclear hormone receptor constitutive andro-
stane receptor (CAR, NR1I3) regulates detoxification of xeno-
biatics and endogenous molecules, and has been shown to be
invedved in the matabolism of hepatic bile acids and choles
terol. The goal of this study was to address potential elfects
of CAR on the metabolism of HDL partides, key components
in the reverse transporl of cholederol Lo the liver, Wildtype
(WT ) mice, transpenic mice expressng human apolipoprotein
Ad (HuAlTg), and CAR-deficient (CAR® ' ) mice were treated
with the specific CAR agonist 1,4-big(243 5dichioropyridyl-
oxy}|benzene (TCPOBOFP). CAR activation decreased HDL
cholesteral and plasma apolipoprotein Ad (apofd | levels in
both WT and HuAl Tg mice, but not CAR®'* mice. Both
mouse apofd and human apoAd were decreased by more
than 40% after TCPOBOP treatment, and kinetic studies
revealed that the production rate of HDL is reduced in
TCPOBOP4reated WT mice In transient transfections
TCPOBOP-activaled CAR decreased the activity of the hu-
man apodd promoter. Although loss of CAR function did
nol dter HOL levels in normal chowfed mice, HDL choles
terol. apod-l concentration, and apodd mRNA levels were
incressed in CAR™'? mice relalive 1o WT mice when both
were fed a highfat diet g8 We conclude that CAR activation
in mice induces a pronounced decrease in circulating levels
of plasma HDL, & leagt in part through downreguiation of
apofd gene expression —Masson; D., M. Qatanani, A. L.
Sherna, R Xiao, J P Pais de Barros, 1 Grober, V. Dackert,
A Athias, P Gambert, L. Lagrog, D. D. Moore, and M.
Assem, Activation of the constitutive androstane recepfor
decreases HDL in wildtype and human apod- transgenic
mice. J Lipid Res 2008 4% 1682-1691,
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Conditutive androstane receptor (CAR) belongsto the
nuclear receptor family, It was first described as a xeno-
biotic sensor that responds to a broad range of ligands
and regulates the expression of genes inwolved in both
xenobictic and endobiotic elimination pathways (1-3). In-
terestingly, several sludies have highlighted the role of
CAR in cholederol and bile acid melabolism (4-8) and
have suggested complementary roles for CAR, pregnane
X receptor (FXR), and farnesoid X receptor {(FXR) in
preventing bile acid toxicity. CAR may also be able to mod-
ulate plasma cholesterol transport and lipoprotein me-
tabalism. although recent studies on the effect of CAR
activators on plasma lipoprotein levels in rodents and
humans are inconclusive or ambiguous. For example,
treatrment of epileplic patients or rats with phenobarbital,
adual CAR/ PXR activator in humans(7), increases plagna
choledterol and lipoprotein levels (8, 9), and phenytoin, a
nonspecific CAR activator (10-12) that activates PXR and
other plasma membrane receptorsand channels increases
plasma HDL concentration in humans (13, 14). On the
other hand, CAR-deficient (CAR®'? ) mice exhibit higher
HDL cholesterol levels than wildtype (WT) mice under
choledatic conditions following bile duct hgation, suggesi-

Abbrevigtions  apodd, apolipoprolein A4, CAR, conditutive andro-
Fans receptor, CAR'? mice, CAR-deficient mics: CE cholestery eder;
FCR, fractional catabolic rate: FRLC, fagt-protein liguid chromatography
FXR, farnesoid X receptor, HuMl Ty mics, fransgenic mice expresamng
human apolipoprotsn A< LXR, liver X receplor, PPARa perox| sme
profiferalor-activeted receptor a, PRR, pregnans X receplor, TCPOBOR
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ing a negative effect of CAR on HDL metabolism, at least
in that circumstance [6),

To specifically assess how CAR affects lipoprotein me-
tabolism, we lrealed WT mice, CAR?'? mice (15), and
transgenic mice expressing human apolipoprotein A
{apoAd) (HuAlTg mice) (16} with the specific CAR ago-
nid 1.4-big24 3 5dichloropyridoxy) Jbenzene | TCROBOP)
{17}, Such CAR activation causes a pronounced reduction
in HDL cholederol and apoAd levelsin WT and HuAlTg
mice, which isabsent in CAR®'? mice. These reaults dem-
ondgrate that ligand-activated CAR influences HDL metabo-
ligm in WT and HuAlTg mice.

MATERIALS AND METHODS

Animals

CHTBIS WT mice, CHTBIE mice, CAR®'* mice (15}, and
CH57TBIG transgenic mice expressing human apodd under the con-
trol of its natural flanking regions (HuAITg) (16} were used in
the present study TCPOBOP | Sigma-ildrich: &, Louis MO}
was given at the dose of 3 ma' kg to the mice {810 weeks old;
five mice per group) by one intraperitoneal inpection with 100 w
of corn cil as a whicle. Animals were euthanized 5 days afier
inpection. Mice had free actess to water and food, and they were
placed on a gandard chow diet (Randard AINS3G rodent diet
conlaning 586% carbohydrate, 18.1% protein, 7.2% fal, 51%
fiber, 3.4% ash, 10% moidure), All protocols and procedures
were approved by the National Cancer Ingitute Divison of Basic
Sciences Animal Care and Use Committes and are In accordance
wath the Nationa Insitutes of Health guidelines

For the high4at dist experiment, the mice were put on a high-
fat (VWesiern) diet for 2 weeks They were injected intraperitc-
nealy with either 100 m of corn oil or TCPOBOF 5 days before
the end of the experiment. On the day of sample collection,
the mice were fasted for 4 h (7-11 AM). The high#fat/ Western
diet was purchased from Harlan Tekland |Diet 88137, Harlan
Tekland, Madison, W1 ). This diet containg 17% protein, 21% fal,
45% carbohydrate, and 0.15% cholederol.

Mo differances in food intake were observed betwean Lrealed
and unireated mice over the 5 day period dudied

Plasma and liver tissue sampling

Animals ware euthanized with isofurane, and blood samples
were coliected by intracardiac puncture in heparin-containing
tubes that were centrifuged st 5000 rpm for 10 min, Plasma
was harveded and sored & 2 BD'C. Livers were excised, weighed,
immediately snapfrozen in liquid nitrogen, and sored at 2 B0°C
before mRMNA isplation and bicchemical analyss

Plasma and HDL lipid and protein analysis

Al assays were performed on a Victor2 1420 Multilabel Counter
{Perkin Elmer Life Science, Bogon, MA), Total cholesterol was
meassred by the enzymatic method ugng Cholesieral 100 reagent
(ABX Diagnogice Montpelier. France), and vnegerified choles
tercl concentration was determined by the cholesterol oxidass
para-aminophenazone peroxidase method (Sgma) Ederified
cholegerol concentration was caloulated asthe differ ance betwaen
totd and free cholederol. Triglycerides were determined by an-
aymatic methads as described prevoudy ((18). Protein concenira
fion was measured using bicinchoninic acid reagen! | Pierce
Biotechnology, Rockford, 1L} HODL cholederol and non-HDL

cholederol were assved in d
fractions, resectively

107 and d . 1.07 g/ ml plagna

Fractionation of plasma lipoproteins

Plasma samples { 200 ml) were injected on a Superose 6 HR
107 30 column { Amersham Blosciences Saclay, France) thal was
connected lo a fagd protein liguid chromatography (FRLC) s
tarm { Amearsham Blossiences) . Lipoprotains were aluted al & con-
gant 0.3 mif min flow rate with Trisbuffered saline containing
0.074% EDTA and 0.02% sdium asde Total cholegerol and
triglyceride concentralions were assayed in individual 0.3 ml
fractions (18],

SDSPAGE of apoB-contaiming lipoproteins and HDL

ApoB-containing lipoproteins and HOL were ismlaled by ullra-
cenlrilugation asthed , 1.07 g/ ml fraction and the 1.07, d,
121 g/ ml fraction, respectively, Denstlies were adjused by
the addition of KBr slutions Samples (§ m) were subjected
ta electrophareds an 50-150 gf | polyarryamide gradisnt gel
{Invitrogen. Carlshad, CA) as recommended by the manufan-
turer. Gels were subssequently gained by Coomasse Brilliant
Blue, and scanned on & G500 dendtometer | Bio-Rad, Hercules,
CA) Molecular weights were determined by comparison with pro-
tein gandardsthal were run in parallel with the samples

Mative polyacrylamide gradient gel electrophoresis

Tota lipoproteins were separaied by ultracentrifugation &s
thed, 121 g ml plasma fraction with one 55 h, 100,000 rpm
in in a TLAIOD rolor in & TLX ullracentrifuge {Beckman In-
gruments, Palo Alto, CA). Lipoproteins were then applied to a
15-250 gf | polyacrylamide gradient gel ( Spiragel 1.5-25.0; Spiral,
Couternon, France). and electrophoress was conducted as
recommended by the manufacturer. Gels were subsequently
subjected to Coomassie saining, and the distribution profiles
of HOL were obtained by analysis with a BioRad GS800 Imag-
ing Denstomater. The mean apparent diameters of HDL were
determined by comparison with globular proten dandards ( high-
molecularweighl kit, Amersham Biostiences) subjected 1o electro-
phoress together with the samples (18

In wivo turnover studies

Meuse HDL waslabeled with [*H]cholesteryl ether {CE) by the
following procedure: Liposomes contaming phosphatidychioline
and cholegtery-1.2{ *H]hexadecydether were prepared by sonica-
fion and were incubated for 18 h at 37°C with WT HDL {1 mg
of total protein) plusd = 121 infranatan! from CE transfer
protein-Tg mouse serum. Labeled HOL was subsquently s
lated by sequenbial ultracenirifugation at 1.07 and 1.21 o' ml
density in 8 TLA-100.2 rotor wsing & TL-100 ultracentrifuge
{ Beckman Instruments, Paris, France). Control and TCPOBOP-
treated mice were euthanized and injected in the caratid vein
with [3H|CE4abeled HOL (12 10° cpm). After injection, blood
was taken from the tail vein at 0.08, 0.5 1,2 4,7, and 24 b for
determination of radioactivity. The fractional catabelic rates
{FCRs) were calculated fram the decay curves of ['H]GE radio-
actihvty in plasama by fitting the data to a biexponential eguaticn
according to the method of Matthews (19). The production rates
waere calclates) by multiplying the FCR by the plagma cholegteral
poal and dividing by the body weight.

Determination of apofd concentration

Human apodd levels were determined by sn immunaoturbidi-
metric assay (Dimenson Xpand Dade Behring, Paris France)
Mouse apof- concentralion was delermined by a nonimmuno-
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TABLE 1 Plasma lipid parametersin WT or CARY "2 mice receiving or nol receivng the specific GAR

agonid TCROBOS
WT [ vahicla) WT-TCPOBORP CAREE {Mehicla) AR *TOPOBOP
(n8 B (n6 & in5 5 inf 5
Tatal cholesercl (mmol/ 1) 016 025 osae 043" 22886 013 236 035"
HOL chobesterasd {mmoli 1) 1666 018 0726 008" 1786 010 1846 030°
Free chalegaral | mmaol/ 1} 0668 0.08 0256 0.07 0536 007 0546 009"
Edarified cholegeral {mmal! |} 1356 0.2 pTIe on” 1696 016 184 6 028"
Triglyeerides { mmall 1) DESE 014 BET & 011 0586 009 0596 o08

- CAR, congitulive androstans recepiorn; CAR®'?  Cardefident mice: TCRPOBOP 1,4-bis]24 3 Sdichloropyridyi-

oxy)] benzens, WT, wild type Values represent the mesn 6 SD.

“PL0.05 werais vahicle (Sudent's | o)
PP 0.06 varsus WT-TCPOBOP ( Sudent's tdedt).

logie method. Briefly, plagna samples (0L25 ml )} were subjected
la electrophoreas on 50-150 g/ | polyacrylamide gradient gel
{Imsitrogen, Carlshad, CA) as recommended by the manufac-
turer, Gels were subsequently 2ained by Coomasae brilliant
blue and scanned on 8 GS800 denatomater (Biorad, Heroules,
CA). The amount of apof- per sample was quantified by com-
parison with apofd dandards which were run in paraiel with
the smples

RNA isclation and PCR methods

Total RMNA wes extracted using Trizol reagent (Life Technolo-
mies Carlshad, CA). Specific mRNAs were analyzed by quantita-
tive real time RT-PCR usng the ABI Prism 7300HT (Applied
Biosygtems Foster City, CA). Briefly 5 rg of total RNA was
reversetranscribed into cDNA wsng MuMLY retrotranscriptase
and oligo-dT (Life Technologies). Fifty nancgrams of the cDNA
mixture was used. Specific cDNAS were amplified usng the fol-
lowing primers Mouse apof-l 5 -AAGAGGATGTGGAGCTC-
TACC-3 and §8'-TTCTCGCCAAGTGTCTTCAGG-Y , human
apodd 5 -GAAGTTGECAGGAGGAGATGGA-Y and 5-TCTCG-
CTGAGCGTGCT CAGAT-¥; mouse Mrpd: 5 -GGTTGGAATTG-
TGGGCAGAA-3 and 5 -TCGTCCGTGTGLTCATTGAA-S,
GAPDH was used 8 & housskesping gene because 115 levels were
not dtered by TCROBOP tredment and @ because the ampli-
fication conditiorswere very close to those of apoAd GAPDH was
amplified with primers 5§ -ACCACAGT CCAT GCCATCAC-3 and
F-TOCCACCCTGTTGCTGTTGCTGTAY,

‘alues were normalized to GAPDH levels Relative mRMNA
levels were evaluated using the DDC1 method,

Promoter reporter assay

Promoter regions 2 3300 167, 2 174/ 1 67 and 2 42/ 1 67 of the:
human APOA- gene were doned inte pGL3 plasmid. HepG2
cells were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS
One day before trangfection, cells were seeded af a densty of
13 10° cellg cm”, and trandection was perfarmed 24 h later
with Trangd TAT1 (Mirus Madison, W1}, For each well of 24-well
plates 200 ng CAR plagmids and 100 ng pGL3 plasnids were
cotranglected. Twenty four hours after lrandection, cells were
spphed with DMEM with 10% charcoslsripped serum contan-
ing TCPOBOP (1w} or androstancl (5 il |, After 24 b incu-
bation, luciferase activities were measured and normalized with
b-gal actosidase activities

Statistica analysis

Sudent's Heg was usd to delermine the sgnificance betwesn
the data means ANOWA with Dunnett'stes wasused for multiple
Oroups comparison analyss
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RESULTS

CAR activation affects HOL and apof levels

Treatment with the specific CAR agonig TCROBOP in-
duced profound changes in plasma lipid parameters
in WT mice (Table 1) After treatment, plasmna levels of
ederified cholesterol and free cholesterol were sgnifi-
cantly decreased {7 50% in all cases, P, 0.05), whereas

Wild-type mice
025

(mmob)
&
O

01%

R[]

Comaed  TCPOROP Comol  TCPOROE
Fig. 1. Fast-protein ligud chromatography (FPLC) analyss of
plasma cholederol, plasna apalipoprotein Ad {apoAd) concentra-
tion, and HDL cholesterol concentration in C5TBIE wild4ype (WT)
mica recalang of not recelwng the congitutive androgane recep-
tor | CAR} agonig. A Twohwundred microliters of a paol from five
digingt mouse plasna samples was passed (hrough a Superose
& HR column, and total cholesterol and triglyceride contents of
individual Iracticns wera determined as described in Materials
and Methods B Plasma apoAd concentrations were determined
asdescribed in Materials and Methods C Plasma HDL cholegteral
was determined by an ensymalic method alter ultracentrifugation

as described in Materials and Methods * Sgnificant difference
fram mice recalving the control treatment (P, 008 in both cases
Sudent st4ed). Error barsindicate § 3D
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plasma trigiyceride levels remained unchanged. HDL cho-
legterol was mostly affected by the TCPOBOP treatment
in WT mice, and gel permeation chromatography analyss
aswell asnalive PAGE confirmed that plasma lipid changes
were modly explained by an alteration of the HDL frac-
tion (Figs. 1, 2). A decrease in LDL levels was also
observed (Figs 1. 2), but it did not contribule to a large
extent to the decrease in total plasma cholesterol (evels

A
zF O TCPOBOP
ii g & Ccomoil
T T "
w0122 9y B2 7
Partiche size o)
B TCPOBOP MW  Comod

-
8 33

Molecular weight
(0a)

o ie BEY

8 3

(mass %)

HOL content a

Fig 2. Characterization of HDL from CS7BIE WT mice recering
or not receiving the CAR agonid. A HDL aze didribution, Tatal
plasma lipoproteins were subjected to eectrophoresis on native
15-260 gf | palyacrdamide gradiant gels that were daned for pro-
fteins as described in Materials and Methods HDL profiles were
obtained by image analyes, and the mean s2e was calculated, as
compared with protein sandards B SDSpolyacryamide gradient
gl electrophoceds of apoB-containing lipaprotein and HOL. Lipo-
proteins were isplated by ultracentrifugation, and apolipoproteins
ware sparated by SDSelectrophoress Apolipoprotelin bands were
vigualized after Coomassie gaining, and molecular mass was calou-
lated by comparison with the protein Randards (e Materials
and Melhods), C. Ralative compoestion of HOL fractions Liped and
protein contents were determined as described in Materialsand
Methods Values are axpressed as mass parcent of total HOL con-
tant (phospholipids 1 total cholesterol 1 iriglyosrides 1 protein)

In addition lo plasma lipid changes, plasna apoA- con-
centration was significantly reduced in TCPOBOPreated
WT mice (0.56 g/ | in WT mice treated with TCPOBOP vs,
0.80 gf | in WT mice receiving the control vehicle, P,
0.05) (Fig. 1). In agreement with the tendency toward a
reduction in LDL levels, a small decreass in apoB was
observed by SDSPAGE (Fig. 2).

Under basal circumstances, CAR is held in an inactive
date in the hepatocyle cytoplasm. As expected, the lipo-
prolein phenotypesof CAR®'# and WT mice were smilar
when animals were given a chow diet, with no sgnificant
differences for any of the lipid parameters measured
{Table 1), and FPLC digribution profiles of plasma lipo-
proteins in CAR?'2 mice (Fig. 3) and WT mice (Fig. 1)
were identical, The TCPOBOP-mediated changes in
plasma lipids and apoAd observed in WT mice were ab-
sent in CARZ'2 mice. In particular, there was no reduc-
tion in HDL cholegterol or apofd levels alter treatment
of CAR®'* mice with TCPOBOP (Table 1, Fig. 3), and
FPLC profiles were remarkably smilar whether CAR™'?
mice received or did not receive the CAR agonigt ( Fig. 3).

The human apof-l transgenic mouse line (HuAlITg) has
been proven lo be a useful model for dudyng in wwo the
effect of molecules affecting HDL metabolism (20, 21). As

HuAITg mice

Froe

Cam ol

Fig 3. PFPLC analydsaf plasma cholesteral, plaama apoAd concen-
tration. and HOL cholederol concentration in CSTBIE HuAlTg
mice receiving or not recaving the CAR agonig. A Twohundred
microbters of a pool lrom fve digincl mouse plagna smples was
passed through a Superose 6 HR column, and total cholesterol and
triglyceride contents of mdivdual fractions were delermined asde-
soribed in Materials and Methods B Masma apofd concentrations
ware determined as described in Material and methods C Plaama
HDOL cholesaral was determined by an engymatic method after
ultracentrifugation, as described in Materiais and Methods * Sg-
nificant difference from mice receiving the contral traatmeant (F,
0.05in both cases;, Sudent'stdest). Error barsindicate 5 5D,
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previoudy reported (16}, HuAl Tg mice showed increased
basal apod- and total cholesterol levels due to an increass
in the HDL fraction (Fig. 4, and Table 1, and Table 2}
(16, 21). Again, and as observed above with WT mice,
TCPOBOP administration produced profound changes
in the plasma lipoprotein profile of HuAlTg mice, with
? 60% reductions in total choleslerol, ederiflied choles
terol, HDL cholestersl, and human apof lewels (P,
0.05 In &l cases) (Fig. 4). As observed in WT mice, the
TCPOBOP treatment had no effect on the plasma trighyc-
eride level in HuAlTg mice | Table 2).

TCPOBOP trestment reduces the production of HDL

To investigate the effect of CAR activation on HDL
kinetics HDL was labeled with [*H]CE. This analog of
CE behaves in plagna as CE bul cannol be hydrelyzed in
tissues The catabolisn of CEJabeled HDL tended to be
dightly increased in TCPOBOP4reated mice {Fig. 5), bul
the FCRs were nol datigically different between control
and TCPOBOP-treated mice (3.82 6 0.41 vs 4586
0.75 poold day, respectively; not sgnificant). Conversely,
the calculated production rate was sanificantly reduced in

EREERNEE

LT |

Fig 4. FPLC analyss of plasma cholederol, plasma apoA-l con-
centration, and HOL cholesterol concentration in C57EI6 CAR-
dafichant (CAR®'#) mice receiving or nol recelving tha CAR
agonig. A- Two-hundred microliters of a pool from five disginct
mouse plagna samples was passed through a Supeross B HR col-
umn, and total cholesterol and trighyceride contents of individua
fractions were detarmined as described in Materials and Methods
B: Plasma apoAd concentrations were determined as described in
Material and Methods C: Plasma HDL cholesterol was determined
by an enaymatic method afler wiracenirifugation, as described in
Materiala and Methods * Sgnificant difference from mice receyw
Ing the control treatment (P, 0.06 in both cassg Sludent's|4ed),
Error barsindicate 8 3D
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TABLE 2 Plasma lipid concentration in HuAITg mice receling o
nol receiwng the secihic CAR agemd TCPOBOP

HudiTg HuliTg
{vehide) (n & §) TCPOROP|nS§ §
Tatal cholestercd (mmed! 1) 3856 056 1546 055"
HDOL cholesteral {mmal! 1) 316 6 068 1266 048"
Free cholegterol {mmalf |] 078 6 0.08 0356 opa"
Egerified cholederol {mmol! |} 304 6 0.50 1196 048"
Trighycerides | mmall 1} G426 008 0586 018

Huil Tg mice, transgenic mice expresang human apolipoproiein Ad
“P0.05 versus vehicle (Sudent s dest),

the TCPOBOP group as compared with the control group
(7896 150vs 97.26 529mg/day’ "/ g° ", P, 0.05)

CAR activation is associated with the repression of hepatic
apoAd expresson

As expected, the axpression of Cyp2b10 {not shown)
and MRP4, typical positive CAR largel genes (22), was
markedly induced by TCPOBOP in the liver of WT
and HuAlTg mice, whereas no significant changes were
observed in CAR ' mice (Fig. 6. In contrast, TCROBOR
treatment of WT mice produced a 30% reduction in the
liver mRNA levels of apoAd (P, 0.05 Sudent'stded).
In HullTg mice, the TCPOBOP treatment produced a
34old reduction in the hepatic level of mouse apoA-|
mRMNA, and a Sfeld reduction in the hepalic level of

Time (hours)

HOL-CE FCR (posisiday}

Contred  =382:041
TCPOBOP =458 0TS

Control =97 225329
TCPOEOP =T8.9 £15.0

Pl 05 Student | best

Fig 5 Pasma kinetics of HDL labeled with [3H]choleseryl hexa-
decy ether in contrgl or TCPOBOPYreated WT mice. The tracer
wars administerad by jugular wein injection, and biood samples were
laken at the tal van at the indicated lime peints and analyzed for
radicactivity an asantillation counter. Vauwes are Ihe fraction of the
injected dose remaining &t each time point. The curves were fitted
usng a exponenlial equalion. Fractional catabolic rale and pro-
duction rate values were calculated as described in Materials and
Methods. Data are given as mean 6 8D, n § 4 mice/ group for
each point
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human apoA- (P . 0.08 in both cases Sudent's tded).
Again, observed changes were shown to relate specifically
to CAR activation, because no significant differences in
apof-l gene expresson were observed in CAR®'® mice
freated with TCPOBOP

CAR represses the activity of the human apoAd promoler

To tes the hypothesis that CAR downregulates APOA-
al the tran=criptional level, three different 5' deletion con-
dructs of the human APOAH promoter were ootrandected
in HepG2 cells. together with an expression vector for
CAR. a mutant verson of CAR lacking AF-2 function or
with the empty vector ascontrol (Fig. 7). Cellswere treated
with DMSO, TCPOBOR or the inverse CAR agonis andro-
danol. CAR markedly repressed the activity of the 2 330 bp
apoA- promoter under basal conditions, and this effect
was both enhanced by TCPOBOP and partially reversed
by the inverse agonid androdanol. In &l cases, the effects
were less pronounced with CAR lacking AF-2 function.
The represson was 2ill observwed with the 2 174 bp apoA-
promaoter construct, but was abolished for the 241 bp
congruct. Taken together, these results indicate that the
regon 2 174/ 2 43 of the apoA- promaoter contains a ds-
acting element negatively regulated by CAR. Interestingly,
this region is highly conserved and is more than 90%
homelogous to the mouse region (Fg. 7B).

CAR?'? mice display a distinct lipoprotein phenotype
when fed a highfat dist

WT and CAR®'? mice were fed ahigh{a diet for 2 weeks
prior to TCROBOP treatment. Aswith the chowfed mice,

Ralaive mENA | evels
e s & 3 &
| ||
Ei
o - e

F .

Wild-type

Fig. 6. ApoAd and MRPY mRNA levels in the liver of
CHTBIG WT mice (A}, HuAlTa mice (B), and CAR? 2
mice (C) treated or not treated with the CAR agonist
TCPOBOP Total RNA was extracted from the liver,
and apoh- and MRPL mRNA |levels wera determined
by realtime RT-PCR as described in Materials and
Methods Data were dandardized with GAPDH as san-
dard, and mBNA levels in mice treated wath corn il
were set &t 1.00 Values are means & 3D. * Signifi-
cantly different from untreated group (P, 005 Sw-
dent's t4ed),

CAR activation decreased cholederol levels in the WT but
not the CAR?'? mice, Under these conditions, CAR®'?
mice digplay modesly elevated total cholesterol, HDL cho-
lederol, and apof- levels relative to the WT mice | Table 3,
Fig 8). Similar observations were made with apodd mRNA
levels, with sgnificantly higher levelsin CAR®'® relative
to WT mice (Fig. 9).

DISCUSIION

CAR, a member of the nuclear receptar family was ini-
tially described as a xenobiotic sansor (1-3). More re-
cently, its key role in elimination pathways of potentislly
harmiul endogenous molecules has been recognized In
particular, a number of sudies hawe pointed out the rela
tionship between CAR and hepalic cholederol! bile acid
metabolism (46, 23). Specifically, CAR is able to protect
the liver againg bile acid toxicity by inducing expresson
of genes encoding protens involved in 1) the smthess
of hydrophilic 6<OH bile acids at the expense of more-
hydrophobic and toxic species (24, 25), 2) the sulfonation
of bile acids (23, 26), and 3) the excretion of conjugated
bile acids { 23).

The present dudy demonsrates thal activation of CAR
by TCPOBOP decreases plagma HDL levels in WT mice
but not in CAR?'? mice. CAR isinactive under basal con-
ditions and. as expected, CAR deficiency did nol result
in altered plasma lipoprotein profiles of chowfed ani-
mals. After feeding a high4at diet for 2 weeks however,
CAR?'“ mice diglayed a modest increas in cholesterol

CAR and HDL metabolism 1687
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B Basal B TCPOBOP
0 DMSO [ Androstanol

120
100
Redalive:
Promotes 507
Actaty 60
(% vec!
Dumsa 40
hasal 1
control) 20
[}
ver CAR CAR  wvec CAR CAR wvec CAR CAR
AF-2 AF-2 Al 2
hApoAl 330 luc hApoAl 174 luc hApoAl 42 luc
B DH1 eloment

—

e
'_'M ~174 mpP mm

Mouse apoAd 172 AP
Husmsan apo Al
Mouse apofd -114 AP

‘115 Bp
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Fig. 7. A Effect of CAR on human apodd gene promoter activily. The indicated human apodd promoter! |ucferase condructs were
cotrangacled with expresion vectors lor CAR, a mutanl verson lacking AF-Z function, ar the vector alone, dong with a cylomegalovirus
bgalactosidase internal contral. Trandected cellswere incubated with either the DM 30 whidle, the CAR agonigd TCPOBOP or the inverse
agonid androganol. Due to the decrease in bass expresson with shorter promater fragments b-galactosdassnormalized expresdon for
each promoter congruct is shown relative to the vector alone plus DMS0 basal contrel ( 100%). CAR did not repress expresson from a
contral thymiding kinasduciferass reporter, B Sequence alignmen| of mous and human apodd promoters

levels refative to WT rmuce, This s congdent with an in-
creasa in plasna HDL observed in CAR?'# mice placed
under cholestatic conditions (6). These observations sup-
port the concepl of a negative effect of activated CAR on
HDL levelsin mice. Smilarly, the liver X receptors|{LXRs)
showed no major effect on HDL profile in animals fed
slandard chow whereas a major regulatory function of
LXR in HDL metabolism was found in animals treated
with either oxidized cholegterol or other specific LXR ago-
nids (27, 28).

To determine the mechanigns that account for the re-
duced HOL! apof-l levels in TCPOBOPYreated animals,
kinetic analysis of HOL labeled with [*H]CE was per-

formed. The production rate of HDL was significantly
lower in the TCPOBOP4reated group, indicating, in ac-
cordance with reduced apofd mRMNA levels, that an alter-
alion of the gmthess of HDL contribuled al lead in part
to the observed phenatype.

Apohd isa major dructural component of HOL [ 16).
and its expresmon level isa leading delerminant of circu-
lating HDL levels Interestingly, in Hu&lTg mice, both
mouse and human apoA-l mRNA levels were markedly
decreased by TCPOBOP treatment, and subsgtantial reduc-
tions in plasma levels of human apoA- were observed.
This concordance in the alterations of both mouse and
human apodd gene expression contrasts with opposte

TABLE3 Piasmalipid parametersin WT and CAR® ' mice on high4at diet receiing or not receiing the specific
CAR agomid TCROBOP

Whid-Type WildType High-Fat  CAR®'* HighFat CAR®' “HighFat
HighFan (n 5 4} TOPOBOP (n & &) nh & TCPOBOF [n 5 §)
Tatal choleserol {mmal/ 1) 4436 D29 2066 033 5656 0.55" 55085 098"
HOL cholestersd | mimoli 1) 2956 D24 2196 0.18" 406 & 038" 3666 1.04°
Frae cholegeral (mmal/ 1} L1886 BEr 0E16 018 1148 o1t 1416 0.32"
Estarified choleseral | mmolf |} 3256 DO5 2156 0.24° 4516 058" 4508 072
Triglycerides { mmal! |1} 1456 D47 2846 072 1346 017 1156 2

\alues reprasent the mean & S0

‘P O06 versus wild-ype highdal | Sudent's  test)

R 005 veraus wild-type highda TCPOBOP (Sudent's ttest)
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Fig & FPLC analyss of plaama cholestarol, plasma apoAd con-
canirabion, and HOL choleglercl concentration in CSTBIE WT
and CAR®'# mice fed ahigh4al disl and recesdng or nat recaiing
the CAR agonigt. A Two-hundred microliters of a pool from five
digtinct mouss plasma samples was passed through a Supeross
6 HR column, and total cholegerg! and trighyceride contents of
individual fractions were determined as described in Malerials
and Methods B Plasma apedd concentrations were determined
ae decribed in Materials and Metheds C: Flasma HDL cholegercl
was determined by an enzymatic method after ultracentrifugation
s described in Materials and Methods * Sgnificant difference with
WT mice recaiving the contrel trestment (P, 0.05 in both cases
AMOVA and Dunnett's tesl). Error bars indicate § S0

tendencies reported in some earlier sudies of the tran-
scriptional regulation of the apoA< gene. In particular,
peroxisome proliferator-activaled receptor a {PPARa) ago-
nigs are known to transactivate the human apoAd gene,
whereas they repress mouse apod gene expresson (21).
The present dudy indicates that this important limitation
of the mouss model does not apply to the regulation of
apodd expresson by CAR agonigs thal ssem o produce
smilar effects on rodent and human apoA-. However,
observations concerning the effect of CAR on plasma lipo-
protein metabolism in humans fill remain unclear. Hu-
man sudies were conducted with either phenobarbital or
phenytoin, which, unlike TCPOBOR are nonspecific CAR
agonids inducing only moderate changes in plasma HDL

B w [ cars

- Apo A<
1.
§ &
&
=
€ g
Caom ol TCPOBOP

B 5B
;5 MRP 4

4
£ 2 7
51

. Com oil TCRPOROP

Fig. 9. ApoAd and MRP4 mRNA levels in the liver of CSTBIE
WT mice and CAR"'# mice fad a high-fal dist and treated or
nol treated with the CAR agonigt TCPOBOPR Total RNAs were
extractad from the liver, and apodd and MRP4 mRNA levals ware
determined by realdime RT-PCR as destribed in Materials and
Mathods Data were dandardized with GAPDH as standard, and
mRMNA levels in mice treated wath corn ol were st al 100 Values
are means8 SD. ° Sgnificant differencs with WT mice (P, 005
Sudent's t4es)

cholegterol and apoA- levels (8 10, 11, 13). Furthermore,
these drugs are known to also activate PXR and other
metabolic pathways as well, This nongpecilic action may
axplain some phenotypic variation, We used only TCPOBOP
az CAR activator, because it isthe only specific mouse CAR
agonigd avallable so far. Phenobarbital is a dusal PXR CAR
agonist; therefore, additional udies are clearly needed to
analyze ils effects on lipoprotein metabolism in mice lacking
the nudear receptor PXR.

In the present sudy, we demondgrate that CAR acts at
the transcriptional level by inhibiting the activity of the
human apodd promoter. The detailed mechanism of this
represson is uncertain, but several hypotheses are plau-
shie Fird, CAR might exerl a direcl effect on Ihe aposd
gene promoter. This hypothess is supported by the fact
that CAR behaves as either an activating factor or & re-
pressing factor wath several genes such as carnitine palmi-
toyl transferase or phosphoenolpyruvate carboxykinase,
that are negatively regulated by phenobarbital in a CAR-
dependent manner {29), Alternatively, CAR might act
indirectly, by interfering with other transcriptional regula-
tory pathways involved in apoAd gene expresson. This
might involve a direct competition at the gene promoter
level, as reported for LXR (30) or for the recruitment of
commaon coactivators auch as PRARG, proliferator-activated
receptor g coactivator-1a (Pge-1a), and the glucocorticoid
receptor-nteracling protein 1 (Grip-1), as reported for
FXR and PXR and recently for CAR and HNF4 (31-33).
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Interestingly, the 2 174/ 2 41 region, which is required
for the negative effects of CAR, includes stes B and C of
the apof-l liver-specitic enhancer (34). As dated earlier,
this region of the apoA- promolter shows more than 90%
homology between humans and mice, suggesting smilar
mechanigns of regulation in the two species Although
the region contains no evident DR4 elerments which are
the preferred binding stes for CAR, it includes a well-
characterized DR element {2 133 to 2 120) thal Iscrucial
for apoAd promoter activity (Fig. TB). This DR1 has been
described previously and is able to bind a large variety
of homodimers or heterodimers of nuclear receptors
(LRHI, FXR, HNF4, RXR) (35, 36, 37), This further sug-
gests that CAR activation may interfere with other tran-
scriptional pathways ( 34-36) .

In conclusien, the present study demonsirates that
CAR activalion alters plasma HDL melabolism in WT
and HulAlTa mice. |l is possble that inhibiting the HDL-
mediated reverse cholestercl transport pathway contrib-
utes to the ability of CAR agonisls to preserve normal
liver function via downregulation of bile acid synthess
and toxicity s
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