Les activateurs pharmacologigues des PPARSs, de n@lles
substances dopantes ?
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Médecin-chercheur en Physiologie et Biologie musaite — Centre de Recherche des
Armées, Grenoble

Ma présentation portera sur I'émergence de nowsllidbstances, potentiellement utilisables
comme substances dopantes, et connues pour maddifiénome exprimé dans le muscle.

Pour rappel, en réponse a l'entrainement en enderdes modifications attendues de
I'effecteur musculaire concernent I'adaptation deétabolisme énergétique. De plus, les
muscles doivent posséder un réseau capillaire sanffinent dense de méme qu'il est
nécessaire de posséder un équipement en fibresulawes ou en protéines contractiles
adapté a la performance dans ce type de discipline.

Inversement, pour d’autres types d’activités, lesngetences requises sont totalement
différentes : pour I'haltérophilie par exemplenlasse musculaire et la vitesse de contraction
(puissance musculaire) va s'imposer comme le fagietpondérant.

Le présent exposé se concentrera sur le cas dggetames requises en endurance. Selon une
approche extrémement réductrice, on pourrait réswee compeétences a des modifications
d’expression de protéines, qu’elles soient implaguélans le métabolisme énergétique, la
capillarisation et/ou les modalités de contraction.

Pour étre effectives, ces protéines doivent avid@rps€alablement assemblées et avoir été
'objet d'un niveau de maturation suffisant au sdim I'organisme. Toutes ces protéines,
résultent de la traduction d’ARN messagers, eux-agpnoduits par des génes cibles régulés
par des facteurs de transcription. Les facteurgatescription font eux-mémes l'objet d’'une
régulation résultant de signaux dépendant de Viétiphysique : ces signaux et stimuli
dépendent du mode, du type et de la durée de kmaction musculaireln fing, les stimuli
vont contribuer a changer I'équipement en protéthemuscle.
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Ces stimulipourraient étre classés en stimuli de natures nieanmétabolique, neuronale
ou hormonale. La focalisation sur les stimmétaboliques fait ressortir des stimuli liés a
I'hypoxie, ceux liés aux modifications du rapporfiA sur AMP ainsi que d’autres liés a la
présence ou les effets biologiques de certainesaghs.
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Tous ces facteurs convergent vers la modificatiingdnome exprimé dans le muscle, la
production d’ARN messagers ainsi que la traductierces messagers en protéines ; au cours
de I'exercice physique, 'augmentation de la ciatigin des acides gras joue un réle tres
particulier dans les réponses du muscle : et nauargvons ainsi aux PPARs (Peroxisome
proliferator-activated receptor).
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Les PPARs sont des facteurs de transcription dtdmmc inpliqués dans la modulation
transcription de genes cibles. lls existent dansgénisme sous la forme de trois gran
isoformes,

PPAR s’awrant néanmoins la forme la plus présente dansisels Pour étre activées, (
petites protéines doivent giglomérer a d’autres protéines comme le RXR ain&h gles
acides gras spécifiques.

Acides gras

PPAR forme des hétérodiméres avec
* RXR (retinoic X receptor),
* des acides gras spécifiques.

Il s’agit la d’'un tres intéressant champ d’explamatscientifique, la graisse n’ayant pas |
des effets négatifs. De fait, les acides gras pesgeles fonctions biologiques tant au niv
des membranes que de la régulation de transcripgogenes. es facteurs de transcriptic
dont les PPARs, se fixent sur certaines zones dennaissance au sein de la zone
régulation transcriptionnelle de certains ge



L’existence et la biologie de ces PPARs ne sonhges que depuis quelques années, les
premiéres expériences ayant montré que les soerightratoire génétiquement manipulées
par surexpression de PPAR/oyaient leur temps de course considérablemenhantg tout
comme la distance maximale parcourue, multipliGe2pae facteur de transcription est ainsi
apparu comme directement lié aux performances €nrance sur des modéles rongeurs.
Pour atteindre ce résultat, PPARJoit étre impliquer dans la transcription des gegai
codent la Myoglobine, le Cytochrome c, le COX Il let COX IV ainsi que le CPT1
(transporteur des acides gras dans la mitochondrie)
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Une autre manipulation, réalisée deux années m@umd, ta reposé sur une dynamique
totalement inversée, a savoir que la transcripdiolgene PPAR a été volontairement inhibé

sur certaines souris de laboratoire, témoignanneal’diminution du temps de la durée
maximale de course ainsi que de la diminution d#dance parcourue.
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Genetic surexpression of PPAR



II'y a donc eu confirmation de l'association deARP aux performances physiques en
endurance. De méme, cette réduction générale gerfarmance a été expliquée comme la
résultante d’'une réduction des capacités oxydatives diminution de I'activité de la citrate
synthase, enzyme majeure du cycle de Krebs. A igaileété observée une modification des
protéines contractiles avec une diminution desfidentes de type 1 et une augmentation des
fibres rapides. En définitive, I'expérience a ap@ate facon cohérente la preuve que PPAR
pouvait étre I'un des acteurs moléculaires rendantpte des performances en endurance.

Genetic ablation of PPARS

A 160 5
1.21 1.2 ] z
—_ 3 - 4 *
§ * ';' * -é e =
-~ 8 -— r <
5 0s £ a0 z 3
3 @ © 4 £ od
ﬂé § 3 1 @ 2
< = o 2
B0 - 2 40 z 1
: y s
5 £ ‘
o . CTMT CTMT CTMT CTMT
T MT T MT - |)-HAD MHCI MHCIIb

Schuleret al. Cell Metabolism 4: 407-414, 2006

Je vous rappelle également que la présence dessagids saturés et polyinsaturés forme des
ligands naturels de PPAR contribuant a 'activation du facteur de trangtian afin de le
rendre biologiquement efficace. Un ligand synthéicqde PPAR a ainsi été realisé, le
GW1516 (brevet de GlaxoSmithKline). On a donc lagiailité d’activer, d’'un point de vue
pharmacologique, I'activité biologique de PPAR

Ligand synthétique de PPARS
PPARS: GW1516 (GW501516, GSK-516)

. Ll
F /4 ‘
2[2-methyl-4-([4-methyl-2-[4-(trifluoromethyl)phenyl)}- CH,
1,3-thiazol-5-yllmethylsulfanylphenoxy]acetic F \@

GW1516 (10 mg/kg/j, oral) induit I'expression de génes spécifiques du
phénotype oxydatif et du phénotype contractile lent
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Wang et al. PLoS Biology, 2 (10): €294, 2004




Les tests ultérieurs du GW1516, substance actbeatte PPAR, sur des modeéles rongeurs

ont montré une augmentation de la troponine leatgypde 1 et une augmentation de Cox IV.

La poursuite des expériences a néanmoins attérsugremiers éléments dans la mesure ou,
sur deux populations d’animaux bien différenciéasgatégorie des sédentaires ne s'illustrait
pas par une augmentation des performances :

GW1516 administration does not impro  ve endurance performance
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L’hypothése d'une potentialisation des effets dentfainement en cas d'utilisation du
GW1516 a de fait été validée. Cette découverteitagi@nd bruit et a été I'objet de
nombreuses publications, y compris dans la pressérgliste.

GW1516 and endurance training improve endurance performance
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Narkaretal. Cell 134:405-415, 2008

Par ailleurs, les auteurs de I'expérience ont séaline cartographie de I'ensemble des genes
pouvant rendre compte des effets de I'activateuPHAR , des effets de I'entrainement et
des effets des génes, exprimant la potentialisadmrces deux facteurs conjugués. Par ce
biais, 48 genes signant l'interaction positive en&r gene GW1516 et I'entrainement ont été

mis en évidence. oW Tr
96 genes 113 genes
GW1516 induit une signature génique 4) Sigture commune entre GW et training: 53
genes
spécifique Signature commune entre traing et GW+training (55
genes)
Signature spécifigue GW-+training: 48 genes
[ (37%)
Tr+GW

130 genes



L'un de ces génes se révele particulierement issarg, en I'occurrence le gene qui code la
PEPCK. Il s’agit d'une enzyme limitante de la némglgenése hépatique (production de
glucose a partir de précurseurs qui n’en sontglagjuie I'alanine, le glycérol et le lactate). |l
a été souligné que dans ce cas précis, le gene RER@ exprimé dans le muscle, ce qui

n'est que trés peu le cas dans les conditions plogggues.

En parallele, la littérature scientifique fait étkts effets de la surexpression de PEPCK dans
le muscle squelettique sur les performances; leariss génétiguement modifiées,
surexprimant PEPCK courent quatre a cing fois fdogtemps que des souris normales.



PEPCK constitue donc I'un des facteurs d’explicatie 'augmentation des performances en
endurance. On confirme ainsi les relations pouwaister entre PPAR, son activateur
GW1516 et I'entrainement. Il est significatif ques |souris manipulées n’ont qu’'une trés
faible augmentation du quotient respiratoire enrgallexercice et ce, a 'opposé des souris
sauvages. De méme, les souris génétiguement nmexlifi®nt pratiquement pas de graisses
corporelles a la difféerence de leurs congénéredinErlles affichent un équipement
musculaire en mitochondries trés augmenté.

ADN mitochondrial

Au cours de ces derniers mois, les expériences,'guévoquées, témoignent des moyens

pharmacologiques existants, permettant d’agir ssrvbies de signalisation intracellulaires.

Ce qui renvoie aux notions cliniqgues de « thérdpgeatciblée » dans le cas de pathologies.
On peut également mimer les effets biologiques'@l@rhinement et les réponses de genes
cibles avec des conséquences majeures sur lesrmarfces physiques, les auteurs d’'un
article paru en 2008 n’hésitant pas a conclurelgjuisposaient dorénavant des moyens
permettant «’induire un état d’entrainement musculaire sansreice physique.



A partir de la, le transfert chez le sportif dditire considéré comme un mythe ou une
réalité ? D’ores et déja, 'AMA répertorie ces aateurs comme des substances prohibées.

Code mondial antidopage : Liste des interdictionsStandard international Page 7

Reste que la stratégie de dépistage parait en@seh retrait en raison des interrogations
actuelles sur les supports biologiques nécessauedepistage, qui devront obligatoirement
étre d’origine musculaire.

Questions —réponses avec I'amphithéatre

Hervé GOUDONNET, responsable de la Commission Santie 'UNCU

Au vu des précédentes tentatives réalisées sur PPABs expériences sont-elles réalisées
sur 'homme ?

Professeur André-Xavier BIGARD

PPAR a également des conséquences sur le métabolishipides et les résultats observes
ont été effectivement différents de ceux initialamattendus. GSK détient aujourd’hui la
mainmise de l'utilisation chez 'hnomme du GW151@n: pense qu’ils se livrent actuellement
a des essais cliniques sur des diabétiques de2typaest,a priori, le seul essai clinique sur

des sujets humains méme si aucune donnée publiestedisponible en la matiére.

L'utilisation de cette molécule activatrice en milisportif demeure donc hypothétique, bien
gue 'AMA l'ait déja listée.

Professeur Jean-Yves PETIT

Le GW1516 est-il spécifique des PPAR A-t-il une action sur les PPARou les PPAR ?
Professeur André-Xavier BIGARD

Non, il est totalement spécifique.

Professeur Jean-Yves PETIT

Un effet agoniste aurait pu laisser supposer usiblaseffet anti-inflammatoire ?



Professeur André-Xavier BIGARD

J'aurais tendance a vous répondre que non, corapiede sa spécificité, mais je suis moins
certain de la totale absence d’interactions avedRPP

Il est en revanche assez curieux de constateniglagpement important des mitochondries,
sachant que le facteur de transcription PGC1 agtesitune interaction avec PPAR

Pascal HENEAUX
Les PPARs permettraient donc de « booster » notreyie propre ?
Professeur André-Xavier BIGARD

Il est certain que ces coactivateurs de PPARs &giarn ligan préférentiel permettant d’étre
biologiqguement plus actif. La carte d’identité dwsule étant changée sur les modéles
rongeurs, I'organe s’avére beaucoup plus performmantes exercices de longue durée, ce qui
permet de s’affranchir des facteurs limitant daess dxercices de longue durée, a savoir les
acides gras.

Docteur Martine PREVOST

Que sont devenues les souris génétiguement malfi€guelles sont leur espérance de vie et
leur morbidité ?

Professeur André-Xavier BIGARD

Il s’agit d’'une excellente question a laquelle jgssmalheureusement incapable de répondre
dans la mesure ou les animaux en question sombfai@té des auteurs de I'expérience qui,
en la matiere, communiquent tres peu. Mais c’dstBfement une question essentielle.

Docteur Jean-Pierre CERVETTI
Quel pourrait étre le rdle d’'une mauvaise nutritdrles acides gras sur le processus ?
Professeur André-Xavier BIGARD

La encore, la question parait fondamentale. Or e@rcannait que trés peu les acides gras
servant de coligans aux PPARSs. Leur structure maige est trés mal maitrisée tout comme
leur identification stricto sensu Il est cependant tout a fait envisageable quentzle
nutritionnel puisse avoir des conséquences, neiesg¢fee qu’indirectes, sur l'activité
biologique de ces PPARs.

Il s’agit d’'un champ d’investigations qui resteai@ment ouvert.
Docteur Bruno TRIBOUT

Les souris atteintes de syndrome métabolique (chliex GSK) ont-elles une réponse
particuliere avec I'activation de cette transcoptP?



Professeur André-Xavier BIGARD

J'ignore si GSK a publié sur des modeles murin®MNéeD, leur premier essai clinique porte
toutefois sur des diabétes de type 2.

Docteur Bruno TRIBOUT
Quid de la graisse viscérale ?
Professeur André-Xavier BIGARD

On observe une réduction de la graisse viscéralm@mne temps qu’une augmentation de la
sensibilité a I'insuline.

Docteur Francois DEROCHE, médecin fédéral de la FRle Muaythai et disciplines
associées

D’autres médicaments peuvent-ils étre activateassRPARS ?

Professeur André-Xavier BIGARD

Pour PPAR , les fibrates. Je renvoie néanmoins aux pharmguaela ce sujet.
Professeur Jean-Yves PETIT

Les anti-inflammatoires non stéroidiens ainsi gedgonistes peuvent étre des activateurs
des PPARs.



