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Régulation épigénétique de la lipolyse intravasculaire des triglycérides

Résumé

La Lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme essentielle de la lipolyse intravasculaire dont la
régulation est complexe. La découverte des miRs, régulateurs de I’expression post-
transcriptionnelle des génes via leurs interactions avec les régions 3’ non traduite (3’UTR),
apporte de nouvelles perspectives pour la compréhension de la régulation de la LPL et de ses
genes régulateurs. Nous présentons a travers deux études, I’implication des microARNs
(miRs) dans la régulation de la LPL et d’un de ses genes activateurs APOAS. Dans le premier
travail, nous avons mis en évidence la création d’un site de liaison fonctionnel du miR-485-5p
par l’allele rare C du polymorphisme ¢.*158C>T (rs22667882) du géne APOAS. Nous expliquons
ainsi le mécanisme potentiellement impliqué dans ’association de ce polymorphisme aux
hypertriglycéridémies séveres et modérées en population générale.

Dans un second travail, nous avons identifié un haplotype de la LPL, incluant la mutation
p.Serd74Ter (rs328) et sept single nucleotide polymorphisme (SNPs) de la région 3’UTR,
significativement associés a une diminution des triglycérides (TG) plasmatiques en population
générale. Nous avons ensuite démontré la fonctionnalité des sept SNPs de la région 3’UTR
par la suppression de sites de liaison de plusieurs miRs. Ainsi ces résultats suggerent que
I’association du variant p.Ser474Ter (rs328) a la triglycéridémie pourrait au moins
partiellement étre liée a son déséquilibre de liaison avec les sept SNPs fonctionnels de la
région 3’UTR.

Nos travaux sont parmi les premiers a mettre en évidence I’implication des miRs dans la
régulation de la LPL et de ses genes régulateurs chez I’homme. Ils permettent ainsi d’accroitre
la connaissance des mécanismes impliqués dans la régulation de la lipolyse intravasculaire.
Enfin, ils éclairent les mécanismes fonctionnels mis en jeu par deux polymorphismes

significativement associés a la triglycéridémie.

Mots clés : LPL, microARN, lipolyse intravasculaire, triglycérides, polymorphisme, APOAS
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Epigenetic regulation of intravascular triglyceride lipolysis

Summary

The lipoprotein lipase (LPL) is a key enzyme which regulates plasma triglycerides (TG)
intravascular lipolysis involving a complex regulation. The microRNAs (miR) are implicated
in gene post-transcriptional regulation through their interaction with the 3’untranslated region
(3°’UTR). Their discovery provides new insights in the understanding of the LPL regulation
and its regulator genes. We present two works regarding the implication of miRs in the

regulation of the LPL and one of its activator APOAS.

First, we identified a functional miR-485-5p binding site creation induced by the minor C
allele of the c.*158C>T (rs22667882) located in APOAS5 3’UTR.We therefore provide an
explanation of the mechanism potentially involved in this polymorphism association with

both mild and severe hypertriglyceridemia in general population.

In a second work, we identified a LPL haplotype harboring p.Ser474Ter (rs328)
polymorphism and seven single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in the 3’UTR. This
haplotype is significantly associated with lower plasma triglycerides (TG) concentration in
general population. We demonstrated that the SNPs located in the 3’UTR induce several
functional miRs binding-site suppressions that could lead to an increase of LPL expression.
Finally, p.Ser474Ter association with triglyceridemia could be at least partially explained by
its strong linkage disequilibrium with these functional 3’UTR SNPs.

These works are amongst the first studies to bright to light the miRs implication in the
regulation of LPL or its regulator genes in human. They provide a better knowledge of the
mechanisms involved in intravascular lipolysis. Finally, they also explain the functional
mechanisms of two polymorphisms, significantly associated with the plasma TG

concentration.

Key words : LPL, microRNA, intravascular lipolysis, triglyceride, polymorphisms, APOAS
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Introduction

La lipoprotéine lipase est une enzyme essentielle du métabolisme des lipoprotéines riches en
triglycérides (LRTG) correspondant aux chylomicrons et VLDL (very low density lipoprotein
ou lipoprotéines de trés basse densité). Elle est responsable de la lipolyse intravasculaire
permettant 1’hydrolyse des triglycérides (TG) contenus dans les LRTG dans la circulation
périphérique pour la libération des acides gras libres ensuite utilisés comme source d’énergie
dans les tissus périphériques ou stockés dans le tissu adipeux (1). Cette enzyme est soumise a
des processus de régulation complexes au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel.
Plusieurs protéines inhibitrices ou activatrices telles que ApoC-II, ApoC-III, ApoA-V,
GPIHBP1, LMFI ou encore ANGPTL 3, 4 ou 8, régulent également la LPL (2,3). Les
mutations déléteres de la LPL ou de ces geénes activateurs sont responsables
d’hyperchylomicronémies liées a un défaut d’activit¢ LPL (4). D’autres variants ou SNPs
(single nucleotide polymorphism), de la LPL ou de ces genes régulateurs, sont également
significativement associés aux concentrations de TG plasmatiques suggérant leur implication
dans la régulation de I’activité LPL et donc de la lipolyse intravasculaire (5,6). Cependant les
mécanismes expliquant ses associations sont rarement ¢lucidés. Nous avons émis I’hypothese
d’une possible implication des microARNs (miRs) dans la fonctionnalité de certains de ces

polymorphismes.

Les miRs sont de petits ARN non codants d’environ 22 nucléotides capables de se lier aux
séquences 3’non traduite (3°’UTR) des ARN messager (ARNm). Ils en régulent ainsi
I’expression de maniere post-transcriptionnelle par clivage de I’ARN ou par répression de leur
traduction (7). Le mécanisme de reconnaissance entre le miR et son ARNm cible implique
une petite séquence complémentaire d’environ 7 nucléotides seulement (8). En raison de la
petite taille de cette séquence, un SNP localisé dans le site de reconnaissance du miR ou de

I’ARNm peut induire soit une suppression ou une création de site de liaison de miR (9).

Ainsi, les miRs sont des régulateurs potentiels de I’expression de la LPL ou de ses genes
régulateurs. L’étude de I’interaction entre les miRs et SNPs de ces geénes, significativement
associés a la triglycéridémie, nous a semblé étre un moyen pertinent de déterminer
I’implication des miRs dans la régulation de la lipolyse intravasculaire. Nous présentons a
travers deux études, I’implication des miRs dans la régulation de la LPL et d’un de ses genes

activateurs APOAS.
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Ce travail présentera dans une premicre partie, des rappels bibliographiques détaillant la
lipolyse intravasculaire ainsi que la revue de la littérature des variants de la LPL et de ses
régulateurs significativement associés a la triglycéridémie. Nous détaillerons également la
régulation épigénétique médiée par les miRs. La deuxiéme partie comportera la présentation
des travaux expérimentaux a travers deux études consacrées a l’interaction des SNPs
d’APOAS5 et LPL avec les sites de liaison de miRs. Nos résultats seront ensuite discutés dans

une troisiéme partie.
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1 Premiere partie :

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
ET
ENJEUX DU TRAVAIL
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1.1 RAPPEL DU METABOLISME DES LIPOPROTEINES RICHES EN TRIGLYCERIDES

Les triglycérides (TG) représentent I'une des principales réserves d’énergie de
I’organisme. Afin de permettre le transport des TG non solubles dans la circulation
périphérique, ces derniers sont associés a des phospholipides et des apolipoprotéines qui sont
des protéines amphipathiques. Il est ainsi formé des particules solubles : les lipoprotéines
ayant pour role d’assurer le transport des lipides (TG et cholestérols) non solubles depuis
leurs sites de synthése ou production jusqu’aux tissus périphériques. Les lipoprotéines riches
en triglycérides (LRTGQG) sont constituées principalement des chylomicrons et des VLDL. Les
chylomicrons sont synthétisés dans I’intestin et assurent le transport des TG d’origine
alimentaire ou exogene. Les VLDL sont synthétisées et sécrétées dans le foie et assurent le
transport des TG d’origine endogene (10). La triglycéridémie est le reflet des concentrations

des LRTG circulantes résultant de la balance entre leur synthese et leur dégradation.

Nous rapellerons briévement les différentes étapes de la synthése et du métabolisme des
LRTG ; puis, nous développerons en détails les mécanismes de leur catabolisme lors de la

lipolyse intravasculaire des LRTG qui fait I’objet de nos travaux.

1.1.1 Synthese et métabolisme des chylomicrons

Les chylomicrons sont les plus grosses lipoprotéines de la circulation périphérique
(100-500 nm de diametre) mais elles ont une faible densité (<0,93 g/ml). Ils sont constitués
principalement de TG, environ 90%, et d’une faible quantit¢ d’esters de cholestérols,
seulement 1 a 3%. Ils contiennent également des phospholipides et sont entourés d’une
enveloppe constituée de plusieurs apolipoprotéines : ApoB-48, ApoA-I, ApoA-IV. Ils
acquicrent secondairement 1’apoE et les apoC-I, C-1I, C-III, ApoA-V provenant des HDL
dans la circulation périphérique. Ils permettent le transport des lipides apportés par

[’alimentation.
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1.1.1.1 Syntheése des chylomicrons

1.1.1.1.1 Absorption, synthese et sécrétion des composants des chylomicrons dans
les entérocytes

Les lipides d’origine alimentaire sont hydrolysés par la lipase pancréatique apres leur
émulsification par les sels biliaires produits par la vésicule biliaire dans la lumiére intestinale.
Les acides gras libres ainsi libérés rentrent dans la cellule intestinale selon deux mécanismes
distincts. Ils peuvent diffuser a travers la membrane des entérocytes lorsque leur concentration
intracellulaire est inférieure a leur concentration extracellulaire. Dans le cas contraire, leur
absorption est médiée par des protéines membranaires spécifiques de la famille des FABP
(Fatty Acids Binding Protein). Dans le réticulum endoplasmique (RE) des entérocytes, les
monoacylglycérols sont estérifiés avec les acides gras par la monoacylglycérol transférase en

diacylglycérol (DAG) (11) (Figure 1).

1.1.1.1.2 Formation des chylomicrons

La synthése des chylomicrons dans les cellules épithéliales intestinales est complexe et
se compose de plusieurs étapes. Elle dépend également de la capacité des entérocytes a
synthétiser I’ApoB-48. En effet, ’ApoB est synthétisée sous forme d’ApoB-100 dans le foie
et d’ApoB-48 dans I’intestin. Ainsi chaque particule de chylomicrons, issue des entérocytes,
contient une molécule d’ApoB-48 alors qu’une particule de VLDL, synthétisée par les
hépatocytes, contient une molécule d’ApoB-100. L’ ApoB-48 et I’ApoB-100 sont codés par un
le méme géne APOB et issu d’un ARNm identique. Dans les entérocytes, cet ARNm subit un
processus original d’édition : une cytosine (C) sur le codon CAA (Glutamine) de I’ARNm est
transformé par désamination en uracile (U) par un complexe enzymatique contenant 1’apobec-
1 (ApoB editing complex catalytic subunit 1). Ce changement induit la formation d’un codon
STOP responsable d’une ApoB tronquée ne contenant que 48% des acides aminés (AA) soit

les 2152 premiers AA de I’apoB-100 (4536 AA) (10,12).

L’assemblage des chylomicrons débute dans le réticulum endoplasmique des
entérocytes (13,14). 11 dépend de I’enzyme MTTP (Microsomal Triglyceride Transfert
Protein) qui permet 1’expansion du « core » de lipoprotéines et interagit avec 1’ApoB-48.
L’ajout de ’ApoA-IV a la surface des particules contenant I’ApoB48, maintient les pre-

chylomicrons dans le RE et facilite ensuite son transport en dehors du RE vers le Golgi (15).
20



Dans le Golgi, I’ApoB-48 des chylomicrons est glycosylée, la composition des lipides est
modifiée, I’ ApoA-I est incorporée (16—18). Puis les chylomicrons sont sécrétés dans la lamina

propria intestinale par exocytose de la membrane basolatérale des entérocytes (13,14)

(Figurel).

1.1.1.2 Métabolisme des chylomicrons

En période post-prandiale, I’absorption des lipides d’origine alimentaire conduit a la
sécrétion des chylomicrons par I’intestin gréle (duodénum et jéjunum) dans la circulation
lymphatique mésentérique qui rejoint ensuite la circulation générale. La demi-vie des
chylomicrons est trés courte de I’ordre de quelques minutes. Les TG des chylomicrons sont
ensuite hydrolysés par la lipoprotéine lipase libérant des chylomicrons appauvris en TG ou
remnants de chylomicrons. Les remnants de chylomicrons sont alors captés par le foie apres

liaison de I’apoE au LRP1 ou au récepteur des LDL (LDL-R) (Figure 1) (10,19).

1.1.2 Synthese et métabolismes des VLDL

Les VLDL sont des lipoprotéines de 30 a 80 nm de diamétre, composées d’une
molécule d’ApoB-100 et de multiples copies d’autres apolipoprotéines (ApoE, ApoC). La
quantité de TG et de cholestérol des VLDL est variable et dépend de la taille des particules.
Les VLDL sont synthétisées par le foie en incorporant les triglycérides provenant soit de la
capture des acides gras liés a I’albumine ou des acides gras des triglycérides issu des remnants

de chylomicrons et de VLDL, ou bien de la lipogénese ou synthése de novo hépatique (20).

1.1.2.1 Synthese des VLDL

Les mécanismes de la syntheése des VLDL sont mal connus, les données actuelles sont
en faveur de deux étapes distinctes dont la premiere débute dans le RE des hépatocytes (21—
23). Cette étape correspond a la lipidation de I’ ApoB qui se poursuit ensuite indépendamment
d’ApoB par la fusion avec une gouttelette lipidique contenant I’ ApoC-III qui est la source
principale des lipides pour I’assemblage des VLDL (23,24). Lorsque la lipidation et le

repliement des VLDL sont corrects, les particules peuvent étre exportées vers le Golgi sous
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forme de VLDL2 ou la maturation des VLDL se poursuit (22). L’ApoB100 y subit une
glycosylation, une phosphorylation, et un changement de conformation (25-27). L’ApoE et
I’ApoA-1 sont également ajoutées aux VLDL dans ce compartiment (26,28). Les VLDL2
peuvent étre sécrétées directement, ou subirent une nouvelle étape de lipidation. Elle conduit a
la formation de VLDLI, plus riches en triglycérides, en particulier en présence d’acides gras
et d’acide oléique (29). Les VLDL sont enfin exportées vers la membrane plasmique
(transport antérograde) dans des vésicules spécifiques les PG-VTV (post TGN VLDL

transport vesicle) dont la formation est dépendante de la présence de GTP (28).

1.1.2.2 Métabolisme des VLDL

En période post prandiale, la production hépatique de VLDL est stimulée par les
acides gras libres captés par le foie apres un repas riche en lipides. Ces acides gras peuvent
¢galement étre libérés par le tissu adipeux a jeun. Les VLDL ainsi formées sont constituées de
TG, de cholestérol, de I’ApoB-100, de I’ApoE et de faibles quantités d’ApoC. Au cours de
leur métabolisme, elles vont acquérir a partir des HDL des ApoC et de I’ ApoE mais aussi des
esters de cholestérol, échangés contre des TG sous I’action de la CETP (Cholesteryl Ester
Transfert Protein). Dans la circulation, les VLDL sont rapidement hydrolysées par la LPL
pour libérer des IDLs contenant de 1’ApoB-100, de I’ApoE mais peu d’ApoC. Ces IDLs sont
ensuite transformées en LDL par la lipase hépatique. Pendant la conversion des IDL en LDL,
la majorit¢ de I’apoE et de I’apoC vient s’associer aux HDL. Les LDL ainsi formées
contiennent alors majoritairement 1’apoB-100. Environ 50 % des VLDL sont transformées en
LDL ; le reste est capté par le foie sous forme de remnants de VLDL ou d’IDL grace a la

liaison de I’apoE au LDL-R ou au LRP1 (Figure 1) (10).
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Figure 1 Métabolisme des lipoprotéines riche en triglycérides d’apres (4)

AGL : acides gras libres, CM : chylomicrons, B-100 : ApoB-100, B-48 : ApoB-48, E : ApoE,
A-V : ApoA-V, C-11 : ApoC-II, C-11I : ApoC-III.
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1.2 LIPOLYSE INTRAVASCULAIRE DES LIPOPROTEINES RICHES EN TRIGLYCERIDES

Le catabolisme des LRTG (chylomicrons et VLDL) a lieu dans la circulation
périphérique. Il s’agit de la lipolyse intravasculaire médiée par la LPL. Le substrat préférentiel
de la LPL est 1'une des liaisons ester primaires des triglycérides. L hydrolyse de ces substrats
génere des acides gras libres et du 2-monoacylglycérol qui seront utilisés de différente
manicre en fonction des tissus périphériques. Dans le tissu adipeux blanc, ils seront re-
estérifiés pour étre stocker sous forme d’énergie en triglycérides, ils peuvent étre oxydés pour
étre utilisés comme source d’énergie dans le cceur et les muscles squelettiques ou encore

servir de régulateurs de thermogénése dans le tissu adipeux brun (1).

1.2.1 Lipoprotéine lipase (LPL)

La lipoprotéine lipase représente 1’enzyme principale de la lipolyse intravasculaire.
Elle est un membre de la « superfamille des lipases » qui inclut la lipase hépatique, la lipase

pancréatique, la lipase endothéliale et les Drosophilia yolk protéines 1, 2 et 3 (30).

Le géne LPL est localisé sur le chromosome humain 8p22. Ce géne est composé de 10
exons, correspondant a environs 30kb. Le premier exon code pour la région 5’UTR
(untranslated region), le peptide signal correspondant aux 27 premiers acides aminés et les 2
premiers acides animés de la protéine mature. Les huit exons suivant codent pour les 446
acides aminés restant. Le dernier et dixieme exon code pour la région 3’UTR qui est

relativement longue : 1948 nucléotides (31).

La LPL (glycerol ester hydrolase, EC 3.1.1.34) est ainsi composée de 475 acides
aminés et la LPL mature de 448 acides aminés aprés la perte du peptide signal. Elle

correspondant a une protéine mature de 55 kDa.

1.2.1.1 Expression de la LPL

La LPL est synthétisée dans de nombreux tissus principalement par les adipocytes et
les myocytes et plus accessoirement par la glande mammaire, les macrophages, les ovaires,
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les glandes surrénales, certaines cellules neurologiques, 1’aorte thoracique, la rate, 1’intestin,
et les testicules (1,32). Les poumons ne synthétisent pas la LPL mais sont capables de la

capter depuis la circulation (33).

L’expression de la LPL dépend également du stade de développement. Par exemple la
LPL est synthétisée par les hépatocytes uniquement durant la période feetale, puis sa synthése
hépatique est interrompue aprés la naissance. Des études ont également montré une
modification de D’expression de la LPL au sein d’un tissu en fonction du stade de
développement. Par exemple, chez le rat, la LPL est majoritairement exprimée dans les
cellules mésenchymateuses cardiaques en période néonatale, alors que les cardiomyocytes

sont la principale source de LPL chez les adultes (32).

La forme active de la LPL est localisée a la surface de I’endothélium ou elle est liée

par GPIHBP1 et les héparane sulfate protéoglycanes (HSPG) (2).

1.2.1.2 Structure de la LPL

La structure tridimensionnelle de la LPL a été déduite de celle de la lipase
pancréatique (34). La LPL est organisée en deux régions structurellement distinctes : la partie
N-terminale de la protéine mature, correspondant aux résidus 28 a 339* premiers acides
aminés et le domaine C-terminal, plus court, correspondant aux résidus en position 340 a
475%. Ces deux régions sont connectées par un peptide flexible (35). La partie amino-
terminale (N-terminale) contient le domaine catalytique constituée de la triade catalytique
Ser!*-Asp!'#3-His?*®* responsable de la lipolyse. Le domaine C-terminal est impliqué dans la
liaison spécifique avec les substrats lipidiques. Il contient également un domaine de liaison a
I’héparine (résidus en position 430-434*), situé¢ en aval du site de liaison au substrat lipidique
(résidus 319 a 331%*) (35) (Figure 2). La LPL est sécrétée sous sa forme active qui correspond
a un homodimeére constitué de deux monomeres de LPL avec une orientation «en téte-

beche » (Figure 2).

* Les acides aminés sont nommés selon la nomenclature officielle avec le premier acide aminé commengant a la
méthionine 1. Dans les articles, les acides aminés sont nommés sur la protéine mature (ne tenant pas compte du
peptide signal de 27 acides aminés)
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La liaison de ’homodimere est non covalente, et la capacité des cellules a sécréter les
homodimeres de LPL dépend d’une protéine située sur la membrane du réticulum
endoplasmique : Lipase maturation factor 1 (LMF) (36). En I’absence de LMFI, la LPL ne
peut former d’homodimeére et elle est dégradée dans la cellule (37) détaillé ci-apres (cf

1.2.2.2.1.1).

La LPL est une protéine N-glycosylée sur les résidus Asn’%* et Asn?%6*, L’ Asn”%* est
crucial pour la sécrétion de la LPL, alors que 1’Asn?®¢" ’est moins (38,39). Ces résidus N-
glycosylés pourraient jouer un role de stabilisateur de I’homodimeére de la LPL mais d’autres
séquences sont ¢galement nécessaire (40,41). La séquence permettant la liaison directe entre
les monomeres de LPL est a ce jour non élucidée. Les monomeres de LPL interagissent de
manicre coopérative pour I’hydrolyse des triglycérides. L’activit¢ LPL est donc déterminée
par I’interaction du substrat présenté par le domaine de liaison aux lipides d’un monomeére et
le site catalytique du monomeére partenaire (42,43) (Figure 2). La dissociation des dimeéres
conduit a une inactivation irréversible de I’enzyme (44) et une modification de la
conformation du monomere. Cette inactivation est prévenue par la présence d’héparane

sulfate et d’héparine (45).

Domaine N-terminal Domaine C-terminal

Monomére de LPL

Substrat
d:trat
Produit

Site actif

o Site actif
Dimére de LPL

Unité — Produit

fonctionnelle ‘3
Substrat

Substrat

Monomeére de LPL

Domaine C-terminal Domaine N-terminal

Figure 2 Structure de la LPL adaptée de (35)

* Les acides aminés sont nommés selon la nomenclature officielle avec le premier acide aminé commencant a la
méthionine 1. Dans les articles, les acides aminés sont nommés sur la protéine mature (ne tenant pas compte du
peptide signal de 27 acides aminés)
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1.2.1.3 Domaines fonctionnels de la LPL

Plusieurs domaines fonctionnels ont ét¢ identifiés et permettent de relier la structure de
la LPL a ses fonctions (revus dans (1,46)). Le site actif de la LPL humaine est localisé dans la
région N-terminale et comprend la triade catalytique composé des résidus Ser'>’-Asp'®:-
His?®®* un trou oxyanion (Trp%?, Leu!®"), et une structure boucle (résidus 81 a 91%)
/couvercle (résidus 243 a 266*) (34,35,38). Lorsque le substrat lipidique se lie au domaine C-
terminal d’un des monomeres, il est présenté au centre catalytique du monomeére partenaire
pour é&tre hydrolysé. Le substrat ainsi li¢ induit une modification conformationnelle
responsable de I’ouverture du couvercle qui recouvre le site catalytique et active ainsi la

catalyse (35).

Plusieurs sites de liaison au substrat ont été identifiés dans le domaine C-terminal.
Deux régions sont cruciales pour la liaison au substrat : trois tryptophanes (Trp*!’-Trp*-

#21) (47) et les résidus 442-465" correspondant respectivement a deux étirements de 3 et 6

Trp
résidus hydrophobes. Cette région est également impliquée dans la stabilité des homodimeéres
de LPL (41). Plus récemment, Goulbourne et al. a démontré que le domaine de liaison au
substrat lipidiques est également impliqué dans la marginalisation des LRTG a la surface des
capillaires endothéliaux (48). L’interaction de la LPL avec les apolipoprotéines fait intervenir
I’extrémité N-terminale de la LPL et L’Apo-B (49-51). L’héparine et les
glycosaminoaglycanes inhibent cette liaison LPL-ApoB ce qui modulerait in vivo le
métabolisme de la LPL (51). Les héparanes sulfates, chargés positivement, de lient a la LPL
sur quatre sites chargés fortement positivement. Les deux principaux sites correspondent aux
résidus Arg?%-Arg’®-Lys**7Arg®®* et Arg*!-Lys*>-Arg®**-Lys*?"*, et il existe deux sites
secondaires Lys'7*Lys!7-Arg!8* et Lys*®-Lys*0-Arg*2-Lys®*-Lys*0-Lys*!* (34,42).
L’héparine peut entrer en compétition avec la liaison des HSPG (52). Le site de liaison a
I’héparine est situé de maniére opposée au site actif suggérant que 1’héparine ne joue pas de
role direct dans ’activité catalytique de la LPL (42). La forme dimérique a une affinité 6000
fois plus importante pour I’héparine et les HSPG (Heparan Sulfate ProteoGlycan) que la

forme monomérique. Ceci explique la plus grande abondance de la forme dimérique a la

surface de I’endothélium vasculaire.

* Les acides aminés sont nommés selon la nomenclature officielle avec le premier acide aminé commengant a la
méthionine 1. Dans les articles, les acides aminés sont nommés sur la protéine mature (ne tenant pas compte du
peptide signal de 27 acides aminés)
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Enfin, la LPL jouerait d’autres roles que la lipolyse des triglycérides des LRTG. La
LPL qui facilite la capture des lipoprotéines est capable d’assurer une fonction non-
catalytique de pontage moléculaire. Elle permet ainsi de lier de fagon simultanée des
lipoprotéines et des surfaces cellulaires spécifiques telles que les HSPG, le LRP, le LDL
récepteur, le récepteurs aux VLDL, le récepteur de I’apoE (53,54). La LPL serait capable de
former des ponts en se liant aux HSPG exprimés a la fois sur les monocytes et les cellules
endothéliales (55). Elle est également impliquée dans I’activation des macrophages, la
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, et possede des effets pro ou anti-

inflammatoires en fonction de différents agents stimulant (3,56-58).

1.2.1.4 Régulation I'’expression de la LPL

11 existe plusieurs niveaux de régulation de I’expression et de 1’activité de la LPL : une
régulation transcriptionnelle, une régulation post-transcriptionnelle ainsi que des protéines
activatrices et inhibitrices modulant I’activit¢ LPL aprés sa traduction (revus dans (3)). Nous
allons détailler la régulation de la LPL dans ces principaux tissus d’expression (tissu adipeux
et muscles squelettiques), les protéines régulatrices et inhibitrices de la LPL seront détaillées

dans la partie 1.2.6.2.2.

1.2.1.4.1 Régulation de la LPL dans le tissu adipeux

Le tissu adipeux constitue le site de stockage principal des acides gras. Ces acides gras
peuvent étre issus de la syntheése de novo ou lipogénese dans les adipocytes ou issus des
acides gras libres circulant. La principale source des acides gras provient de la lipolyse des
LRTG ce qui explique la forte expression de la LPL dans le tissu adipeux. En fonction du
statut nutritionnel, le tissu adipeux peut €tre alternativement un organe de stockage en période
post-prandiale ou un organe libérant les acides gras alors utilisés comme source d’énergie en
période de jeline ou post-absorptives. Les mécanismes mis en jeu dans cette régulation
nutritionnelle concernent aussi bien la lipolyse intracellulaire que la lipolyse extracellulaire

médiée par la LPL (revue dans (2)).
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1.2.1.4.1.1 Régulation nutritionnelle de la LPL

La clairance des LRTG dans le tissu adipeux augmente en période post-prandiale
comparée aux périodes de jetine (59). Ceci implique la régulation de 1’expression de la LPL

qui intervient a différents niveaux (Figure 3).

1.2.1.4.1.1.1 Régulation transcriptionelle de la LPL

Les quantités d’ARNm et de la protéine LPL sont diminuées en période de jeline
(60,61). L’insuline sécrétée en période post-prandiale contribue a I’augmentation de ’activité
LPL (62). Le role des glucocorticoides est moins clair : chez le rat, ils induisent une
diminution des ARNm de la LPL (63), alors que chez I’homme une augmentation de I’ARNm
et de Pactivité de la LPL est observée dans le tissu adipeux en présence de glucocorticoides
(64,65). Enfin la diminution d’expression des facteurs de transcription PPARy, PPARa et
SREBP-1 dans le tissu adipeux en conditions de jeun, pourrait contribuer a régulation

nutritionnelle de la LPL (3).

1.2.1.4.1.1.2 Régulation post-transcriptionnelle et post-traductionnelle

Les fluctuations de ’ARNm et de la protéine LPL sont relativement faible en
comparaison au degré de modulation de I’activité LPL observée entre la période post-
prandiale et le jeun. Ceci suggere une régulation post-transcriptionnelle et post-traductionnelle
de la LPL. De nombreux facteurs de régulation post-transcriptionnelle ont été identifiés et ont
¢été revus par Mead et al. (1). Parmi eux, la modification de la stabilit¢ de I’ARNm, peut étre
induite par I’insuline (66). Enfin, ANGPTL4 est un facteur important de la régulation de
I’activité nutritionnelle de la LPL post-traduction détaillée ci-apres (cf 1.2.6.2.2.2.1) (67,68).

1.2.1.4.1.2 Autres facteurs de régulation dans le tissu adipeux

L’activité de la LPL est également modulée dans le tissu adipeux par d’autres facteurs
que I’état nutritionnel. L hypoxie chronique de manicre intermittente inhibe I’activité LPL, les
cathécholamines dans les situations de stress diminuent également 1’activité LPL a la fois au
niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel (69,70). Enfin les cytokines inhibent

¢galement I’expression de la LPL par des mécanismes impliquant le TNFa (71).
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1.2.1.4.2 Régulation de la LPL dans le muscle squelettique

Les myocytes acquierent les acides gras directement depuis le plasma ou bien via la

clairance de LRTG (59).

1.2.1.4.2.1 Régulation nutritionnelle

Contrairement au tissu adipeux, I’expression de la LPL est augmentée lors des
périodes de jeun dans le muscle squelettique (61,72,73). Les mécanismes impliqués sont peu
connus, ils impliqueraient une augmentation de la transcription de la LPL via les facteurs de
transcription Foxol (74,75). Paradoxalement, I’expression d’ANGPTL4 est augmentée dans
le muscle squelettique en période de jeun ce qui pourrait contribuer a diminuer ’activité de la
LPL (67,68). Ainsi, la variation de ’activit¢ LPL en fonction du statut nutritionnel apparait

moins claire que dans le tissu adipeux.

1.2.1.4.2.2 Régulation par I'exercice

Plusieurs ¢études démontrent que la réalisation d’une activité physique méme
occasionnelle entraine une augmentation de 1’activit¢ LPL, de ’ARNm et de la protéine LPL
dans le muscle mis en jeu par 1’exercice (61,76—81). Physiologiquement cette augmentation
servirait a augmenter I’apport d’acides gras pour générer I’ATP durant 1’exercice. Cela
favoriserait aussi la restauration de la réserve de TG utilisés pendant 1’exercice en période de
récupération. Les mécanismes mis en jeu sont peu connus et impliqueraient la régulation de
la LPL via les catécholamines (82,83). La réalisation d’un exercice lors d’entrainements
réguliers en endurance permet ¢également de stimuler I’activit¢ LPL dans le muscle et
inversement, ’inactivité musculaire prolongée induit une diminution de I’activité LPL (84—

86). La encore les processus impliqués demeurent peu connus (Figure 3).

1.2.1.4.3 Régulation dans les autres tissus

L’activité LPL dans le muscle cardiaque est régulée par 1’état nutritionnel. En situation
de jeun, l’activit¢ LPL apres infusion d’héparine augmente dans les cardiomyocytes de
rongeurs (87-89). Inversement, I’insuline induit une diminution 1’activit¢ LPL post-
héparinique cardiaque (90). Les mécanismes impliqués ne sont pas encore ¢lucidés,

ANGPTLA4 pourrait jouer un role dans cette régulation. Dans le tissu adipeux brun,
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I’exposition au froid induit une stimulation de D’activit¢ LPL chez les rongeurs. Cette
stimulation est médiée par des facteurs de transcription et de traduction via une stimulation B-
adrénergique (91-93). Enfin, I’activit¢ LPL est diminuée dans les macrophages en situation
d’inflammation faisant intervenir les lipopolysaccharides et différentes cytokines tel que

TNFa (94-98) (Figure 3).

Tissu adipeux brun Tissu adipeux blanc Muscle squelettique
oe
oo - oe —
e ge e, /
... . ] l.: /
* o0 .. Y
1 froid | jeun 1 exercice

Activité LPL

Macrophages Muscle cardiaque
Figure 3 Régulation physiologiquede ’activité de la LPL dans différents tissus d’apres (3)
LPS : lipopolysaccharides, LRTG : lipoprotéines riches en TG, AGL : acides gras libres, LPL :

lipoprotéine lipase

1.2.1.5 Polymorphismes de la LPL associés a la triglycéridémie

1.2.1.5.1 Mutations déléteres du géne la LPL

Plus de 220 mutations différentes du géne LPL affectant plus de 500 patients ont d¢ja
été décrites chez ’homme (99). Une délétion hétérozygote de la LPL n’entraine le plus
souvent pas d’anomalie du bilan lipidique, cependant une hypertriglycéridémie mineure a
modérée est parfois constatée. Un phénotype d’hypertriglycéridémie sévére peut étre observé
chez ces sujets en présence d’autres facteurs hypertriglycéridémiant tels qu’un déséquilibre de
diabete, un éthylisme ou une grossesse (2). La fréquence des mutations homozygotes est

environ de 1/Imillion. Elles affectent la quantité ou la stabilité des transcrits, empéchent la
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sécrétion ou la stabilit¢ de ’homodimere ou la liaison LPL-GPIHBP1 ou bien encore
favorisent la dégradation de Ila LPL (2). Ces mutations sont responsables
d’hyperchylomicronémie ou hyperlipoprotéinémie de type I par un défaut de lipolyse

intravasculaire (détaillé ci aprés cf 1.2.6).

1.2.1.5.2 Polymorphismes associés a la triglycéridémie

D’autres polymorphismes de la LPL sont associés significativement a la
triglycéridémie bien qu’ils n’engendrent pas de défaut complet de la fonction de la LPL.
Certains sont localisés en régions codantes et la majorité est localisée dans les régions non-

codantes de la LPL.

1.2.1.5.2.1 Polymorphismes des régions codantes de la LPL

Trois polymorphismes de la LPL significativement associés a la triglycéridémie sont
localisés en région codante (Figure 4). Ils ont fait 1’objet de nombreuses études de
fonctionnalité in vivo et in vitro visant a déterminer leur impact sur 1’expression ou ’activité

catalytique de la LPL

1.2.1.5.2.1.1 ¢.106G>A (D9SN, rs1801177)

Ce polymorphisme est une mutation relativement fréquente, retrouvée chez 1.5 a 5 %
des sujets sains et localisée dans 1’exon 2 du géne de la LPL. Il correspond a la transition
d’une guanine en adénosine induisant la substitution de 1’acide aminé acide aspartique en
asparagine du codon 9 de la protéine mature (p.Asp36Asn selon la nouvelle nomenclature)
(100,101). II est associé a une augmentation significative d’environ 20% de la concentration
des TG chez les porteurs du polymorphisme (102). Cette augmentation dépendrait de 1’age et
du sexe avec une pénétrance accentuée chez les sujets agés (103). Ces données sont
renforcées par la méta-analyse de Sagoo er al. qui montre une augmentation significative de
0.14 mmol/L de la concentration des TG plasmatiques chez les porteurs du variant (101). Il
s’agit, néanmoins d’une augmentation relativement modeste, contrastant avec la diminution
bien plus importante de la concentration de la LPL et de son activité lipolytique observée chez
les porteurs du polymorphisme. En effet, les différentes études de 1’activité catalytique post-
héparine de la LPL réalisées in vitro montrent une diminution de 8 a 34 % de celle-ci chez les

porteurs du variant, ainsi qu’une diminution de 11 a 30 % de la masse de LPL (101). Les
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¢tudes in vivo, quant a elles, montrent en majorité une diminution non significative de
I’activité LPL chez les porteurs du polymorphisme probablement par manque de puissance
(104,105), puisque la méta-analyse de Wittrup et al. met en évidence une diminution de 30%

de I’activité¢ LPL chez les porteurs du polymorphisme in vivo (102).

Les différentes études réalisées pour tenter d’expliquer les effets moléculaires du DON
sont non informatives. L’étude de la structure de la LPL ne montrait pas de différence du ratio
des formes monomériques sur les formes dimériques entre les sujets mutés ou sauvages. La
stabilit¢ et D’affinité de la LPL semi-purifiée étaient identiques chez les porteurs et non-
porteurs du polymorphisme (106). De plus, I’étude de la conformation tri-dimensionnelle de
la protéine mutée ne met pas en évidence de modification du site catalytique. En revanche, la
mutation pourrait modifier un site d’interaction entre protéines. Toutefois, I’hypothése d’une
modification d’interaction entre LPL et ApoC-II, cofacteur indispensable de la LPL, n’a pas
¢té¢ confirmée (107). Enfin, la mutation pourrait étre responsable d’un modeste défaut de
sécrétion de LPL puisqu’une diminution de la masse de la LPL sécrétée dans le milieu extra
cellulaire in vitro est observée (100). Cette hypothése n’a pas été confirmée in vivo.

En somme, le polymorphisme DIN est associé¢ a une augmentation significative de la
concentration des TG plasmatiques qui s’expliquerait par une diminution de [’activité

lipolytique de la LPL dont le mécanisme précis n’est pas ¢lucidé a ce jour.

1.2.1.5.2.1.2 c.953A>G (N291S, rs268)

Ce polymorphisme correspond a la transition d’une arginine en guanine du second
nucléotide du codon 291 de la protéine mature (p.Asn318Ser selon la nouvelle nomenclature),
localisé dans 1’exon 6 du gene de la LPL (108). Il en résulte, lors de la synthése protéique, une
substitution d’un acide aminé asparagine par une sérine. La fréquence allélique moyenne de
ce variant est d’environ 4% chez les sujets sains allant de 0 a 6.7% selon différentes études de
population (100). On observe, chez les porteurs de ce polymorphisme, des concentrations de
TG significativement plus élevées de 31% comparées a celles des sujets non porteurs (102).
Ces données sont confirmées par la méta-analyse de Hu er al. montrant une augmentation
similaire de 32.3% de la concentration des TG chez les porteurs du variant avec une

augmentation plus importante en fonction de 1’age et du poids (109).

Les études de fonctionnalité in vivo montrent une diminution d’environ 30% de

I’activité catalytique de la LPL post-héparine chez les porteurs du polymorphisme comparée a
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celle des sujets controles (100). De plus, une diminution significative de 27% de la
concentration de LPL post-héparine est mise en évidence chez les porteurs du variant (110).
Ces données sont concordantes avec les études in vitro observant une diminution significative
de 50% de la concentration et de I’activité catalytique de la LPL (100). Cette diminution
d’activité de la LPL serait due a une dissociation plus rapide de la LPL active dimérique en
forme inactive monomérique. Chez les porteurs du polymorphisme, on observe une
diminution des formes dimériques et une augmentation des formes monomériques. Par
ailleurs, la mesure isolée de I’activité catalytique des formes dimériques de 1’enzyme muté
S291 est identique a I’enzyme sauvage (111). Cette dissociation plus rapide s’expliquerait par
des modifications tridimensionnelles induites par la mutation. En effet, le variant N291S est

localisé dans une région de liaison a I’héparine et de formation d’homodimeres de LPL.

Ainsi la fonctionnalité du polymorphisme S291 s’expliquerait par des modifications
conformationnelles de la LPL, responsables d’une altération du site de liaison a I’héparine
favorisant alors la dissociation accélérée des dimeres actifs de la LPL en monomeres inactifs

(107,109).

1.2.1.5.2.1.3 ¢.1421C>G (p.Ser474Ter, S447X, rs328)

Cette mutation non-sens est localisée au sein de I’exon 9 en position 1595 du gene de
la LPL. Ce changement de nucléotide introduit un codon stop prématuré de 1’ARNm,
induisant une protéine mature tronquée de seulement deux acides aminés en position C-
terminale : une sérine et une glycine. Cette mutation a ¢té découverte fortuitement chez un
patient présentant un déficit familial en LPL mais cohérité avec une autre mutation
responsable de la perte d’activit¢é de la LPL (112). Il s’agit d’'une mutation relativement
fréquente, présente chez environ 10 a 20% des individus dans les études de population
générale (101,113). Cette mutation est retrouvée aussi bien dans les populations caucasiennes
(102,114,115) que chez les asiatiques (116) avec une fréquence 1égérement inférieure dans les

populations noires (117).

Elle est associée a un profil lipidique potentiellement bénéfique associant une
diminution des TG et une augmentation du HDL-c et considéré comme protecteur contre les
maladies cardio-vasculaires (102,118,119). Dans une revue consacrée au polymorphisme
S447X, Rip et al. répertorient toutes les études publiées jusqu’en 2005 associant le variant
S447X au métabolisme lipidique. La majorit¢ des études citées (20/39) observe une
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diminution significative de la concentration des TG chez les porteurs du polymorphisme
(120). Ces études concernent majoritairement la mesure de la concentration des TG a jeun, or
I’action de la LPL est particuliérement active apres un repas riche en lipides. Les quelques
publications étudiant I’effet du variant S447X sur le métabolisme post-prandial des
lipoprotéines riches en TG sont contradictoires ; probablement en raison des faibles effectifs

de ces ¢tudes et de la variabilité inter et intra individuelle du dosage de TG.

Le mécanisme moléculaire expliquant les effets du variant S447X sur le métabolisme
lipidique est non ¢lucidé a ce jour, en revanche plusieurs études de 1’activité catalytique et de
la concentration de la LPL permettent de formuler des hypothéses. Les études in vitro de
I’activité catalytique de la LPL sauvage comparée a la LPL mutée pour S447X sont
contradictoires : certaines mettent en évidence une augmentation d’activité (121), d’autre
I’absence de différence (122,123) ou méme une réduction de 1’activité catalytique de la LPL
mutée (124). Ces disparités de résultats pourraient étre dues aux méthodologies employées
dépendant du type cellulaire, de la présence d’héparine ou non dans le milieu de culture, des

conditions de manipulations et des techniques de mesure de 1’activité de la LPL.

Contrairement aux études in vitro, les études réalisées in vivo chez des porteurs de la
mutation S447X comparés a des sujets controles mettent en évidence une augmentation
significative de l’activité LPL chez les porteurs du variant S447X (120). Cependant, un
nombre important de sujets était nécessaire pour démasquer cet effet. Ces études utilisaient
toutes une mesure post-héparine. Une seule étude, utilisant une mesure pré-héparine, a mis en
évidence une augmentation de 60% de ’activité¢ de la LPL chez les porteurs de la mutation

comparée aux sujets non porteurs (125).

Les différentes études relatives a la concentration de la LPL chez les porteurs du
variant S447X dépendent de la technique de dosage utilisée. La majorité¢ des études utilisent
des techniques d’immunofixation par ELISA. Les dosages sont réalisés sur plasma post-
héparine ou pré-héparine avec des résultats discordants. En effet, les études utilisant une
mesure sur plasma post-héparine ne montrent pas de différence significative de concentration
de LPL, alors que les mesures sur plasma pré-héparine montrent une augmentation de la
concentration de LPL deux fois plus importante chez les porteurs de S447X comparée a celles

des sujets non porteurs (126). L’interprétation de ces différences est complexe car les dosages

35



pré-héparine prennent en compte les monomeres inactifs de la LPL, pouvant représenter le

turn-over de dimeéres actifs liés a la surface de I’endothélium.

Enfin, une étude récente suggere une possible implication du polymorphisme dans la
régulation post-transcriptionnelle de la LPL. En effet, in vitro, les ARNm de la LPL incluant
le polymorphisme sont moins sensibles a 1’inhibition de la traduction induite par 1’épinéphrine

que les ARNm n’incluant pas le variant (127).

En somme, les sujets porteurs du polymorphisme S447X ont des concentrations de TG
plus basses, de HDL-c plus ¢élevées et un risque cardiovasculaire moindre comparés aux sujets
porteurs de 1’allele sauvage. Bien que les mécanismes moléculaires sous-tendant ce caractere
fonctionnel bénéfique ne soient pas élucidés, les données de la littérature montrent une
augmentation de 1’activité catalytique de la LPL chez les porteurs de ce polymorphisme
associée a une augmentation des concentrations de la LPL pré-héparine. Ainsi, cette mutation
« gain de fonction » est utilisée dans le développement de thérapie génique destinée au

traitement du déficit en LPL (128).

1.2.1.5.2.2 Polymorphismes des régions non codantes de la LPL

Parmi les polymorphismes de la région non codante de la LPL, la majorité est
localisée dans des régions «intergéniques» en aval du géne de la LPL en région 3’. Ils sont
considérés comme reliés a la LPL dans les études GWAS (Tableau 1). Parmi eux, seul le
1s2197089 a fait I’objet d’étude de sa fonctionnalité. Les variants localisés dans le promoteur,

les introns ou de la région 3’UTR ont été plus étudiés (Figure 4).

1.2.1.5.2.2.1 Région promotrice

Le polymorphisme c.-281T>G, (T-93G, rs1800590) est localisé a proximité de la
région promotrice du géne de la LPL. Il correspond a la transition d’une thymine en guanine
93 paires de bases en amont du codon d’initiation de traduction ATG. C’est un variant
relativement rare avec une fréquence allélique d’environ 1.6% mais cette fréquence est trés
variable selon les ethnies (101). La méta-analyse de Sagoo et al. met en évidence une modeste
diminution non significative de la concentration des TG plasmatiques de 0.02 mmol/L (IC
95% -0.17-0.21) chez les porteurs de l’alléle muté comparés aux sujets sauvages (101).
L’étude de la fonctionnalité propre de ce polymorphisme est difficile en raison d’un fort
déséquilibre de liaison avec le polymorphisme DIN dans les populations caucasiennes. Ce
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dernier, localis¢ en région codante, est lui-méme associ¢é a une augmentation de la
concentration des TG en particulier dans les populations caucasiennes et a été décrit
précédemment. Dans les populations afro-américaines et noires sud-africaines, le variant rare
de T-93G est plus fréquent et non systématiquement associé au DIN. Ainsi, deux études
réalisées sur ces populations ont permis d’identifier le réle spécifique du polymorphisme et
son influence propre sur le métabolisme des lipides (129,130). Ces deux études observent une
concentration de TG significativement plus basse chez les porteurs du polymorphisme
comparée a celles des sujets non porteurs. De plus, la concentration de TG postprandiale,
apres un repas riche en lipides, était également significativement diminuée (129).

La diminution de la triglycéridémie chez les porteurs du polymorphisme est en accord
avec I’augmentation d’expression d’un gene rapporteur soumis a la régulation du promoteur
muté comparé au promoteur sauvage observée in vitro. En effet, ’expression du géne
rapporteur luciférase régulé par le promoteur muté a une expression augmentée de 24% dans
des cellules musculaires lisses et de 18% dans les cellules surrénaliennes humaines, comparé
au promoteur sauvage (131). Cependant ces résultats différent de ceux obtenus par Yang et al.
qui observent une diminution d’environ 50 a 60% de 1’activité du promoteur -93G de la LPL
in vitro dans des monocytes et des myoblastes (132). Une des hypothéses pouvant expliquer
cette discordance serait 1’existence d’une régulation d’expression spécifique de la LPL selon
les tissus.

Ainsi les données expérimentales obtenues in vitro complétent les données obtenues
lors des études de population et apportent des arguments en faveur d’un effet spécifique du

polymorphisme T-93G par une augmentation de I’activité du promoteur de la LPL.

1.2.1.5.2.2.2 Régions introniques
1.2.1.5.2.2.2.1¢.1322+483T>G (HindIll, rs320)

Ce polymorphisme, localis¢ dans I’intron 8 de la LPL, correspondant a une
suppression de site de restriction de I’enzyme HindlIIl. Ce variant a une fréquence allélique
d’environ 29% et est associé¢ a une diminution modeste de la triglycéridémie : -0.09 mmol/L
(IC95% : 0.05-0.14) chez les porteurs de 1’allele mineur comparé aux sujets sauvages (101).
L’association de HindIII avec la diminution de la concentration de TG pourrait étre liée a sa
forte association avec le polymorphisme S447X, lui-méme fortement associ¢é a une
diminution des TG plasmatiques (115). Cependant, I’étude de Chen et al. suggere une

fonctionnalité spécifique de HindIII (133). En effet, ce polymorphisme se lierait a un facteur
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de transcription TBP mis en évidence par une technique de migration par électrophorese
(EMSA, Electrophoretic mobility shift assay) avec une affinité plus faible pour I’allele muté
que pour le sauvage. Cette donnée est renforcée par I’étude de la transcription in vitro de
I’intron 8 couplé a un promoteur de la LPL et a un géne rapporteur luciférase. Dans cette
¢tude, I’allele muté avait une diminution significative d’activité luciférase d’environ 23%
compar¢ a celle de 1’allele sauvage dans des cellules musculaires et COS-1. Néanmoins, cette
publication en faveur d’une diminution de 1’expression de la LPL en présence du variant rare
est contradictoire avec la baisse des TG plasmatiques observée chez les porteurs du
polymorphisme. Chez ces sujets, peu de données sont disponibles concernant 1’activité de la
LPL. Une seule étude montre une augmentation non significative de ’activité LPL post-
héparine chez les porteurs du variant mais repose sur seulement sur 15 sujets par groupe

(134).

Enfin, il est également possible que le polymorphisme HindlIII soit le marqueur de
polymorphisme d’autres régions peu explorées telle que la région 3’UTR, ou les régions
distales du promoteur qui pourraient étre requises pour I’expression spécifique de la LPL.
Fisher et al. évoque également la possibilit¢ d’une altération de I’épissage de I’ARNm mais

aucune publication n’a pu démontrer cette hypothése a ce jour (100).

1.2.1.5.2.2.2.2¢.1323-90T>G (rs327)

Ce polymorphisme est lui aussi localisé dans ’intron 8 de la LPL. Il s’agit d’un variant
non rare dont la fréquence allélique est d’environ 41%. Il est associ¢ a une diminution

significative de la concentration des TG plasmatiques (135,136).

L’¢tude de Smith ez al., décrite précédemment, a montré une différence potentielle de
liaison avec un facteur de transcription, entre le variant sauvage et muté de rs327 en présence
d’extraits nucléaires de cellules hépatiques humaines (HUH7) et de cellules musculaires lisses
humaines. Cette différence est renforcée par une étude d’expression in vitro qui observe une
expression significativement plus importante en présence de 1’alléle mineur G comparé a
I’allele sauvage T (137). Finalement, a I’aide d’une expérience complémentaire d’EMSA
(multiplexed-competitor-EMSA), Smith et al. a mis en évidence la liaison du facteur de

transcription FOXA?2 avec ’all¢le sauvage T du rs327 mais pas avec I’allele mineur G (137).
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L hypothése avancée par les auteurs serait que la liaison de 1’allele majeur T avec le
facteur FOXA2 permettrait de modifier la structure de la chromatine rendant accessible
I’intron 8 a un complexe protéique inhibiteur de la transcription responsable de la diminution

de I’expression de I’allele T comparé a I’allele G.

1.2.1.5.2.2.2.3¢.*1671T>C (rs13702)

Il s’agit d’un polymorphisme localisé dans I’exon 10 correspondant a la région 3’'UTR
du geéne de la LPL. Ce polymorphisme, fortement associ¢ a une diminution de la

concentration des TG plasmatiques, a une fréquence allélique d’environ 30% (137-141).

Chez les porteurs de ce polymorphisme, il a ¢été observé une augmentation
significative de D’activit¢ LPL post-héparine comparée a celle des sujets sauvages (142).
Richardson et al. ont démontré la fonctionnalit¢ du polymorphisme rs13702 in vitro, en
mettant en évidence la suppression de site de liaison du microARN 410 (miR-410) induite par
I’allele mineur C et responsable d’un gain de fonction avec une augmentation de 1’expression

de la LPL (140).

1.2.1.5.2.2.2.4¢.*1742T>C rs1059611

Ce polymorphisme, également localisé en région 3’UTR avec une fréquence allélique
d’environ 8%, est caractérisé par la transition d’une thiamine en cytosine. Il est associ€¢ a une

diminution significative de la concentration des TG plasmatiques (143,144).

I1 a été observé chez les porteurs de 1’allele mineur C, une augmentation significative
de la quantité d’ARNm et de la protéine de la LPL dans la population chinoise Han (144). De
plus, un mode¢le in vitro, étudiant I’expression des variants de rs1059611, a I’aide d’un géne
rapporteur luciférase montre une expression de 1’activité luciférase de 1’allele mineur C

significativement supérieure a 1’alléle majeur T (144).

1.2.1.5.2.2.2.5NG_008855.1:9.34792G>A rs2197089

Ce polymorphisme est localisé en position 34792 sur le géne de la LPL. Il s’agit d’un
polymorphisme relativement fréquent dans les populations européennes et moins fréquent
chez les africains avec respectivement 40% et 15% de fréquences alléliques (136,145). 11 est
associ¢ a une diminution significative de la concentration de TG plasmatiques dans diverses
ethnies (chinoise, africaine, européenne) (136,139,146). Smith et al. a étudi¢ la liaison
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potentielle de facteurs de transcription avec plusieurs SNP associés aux taux de TG dans des
études GWAS utilisant ’EMSA. Parmi eux, le rs2197089 montrait une différence potentielle
de liaison entre le variant sauvage et muté en présence d’extraits nucléaires de cellules
hépatiques humaines (HUH?7), cependant cette différence n’a pas été confirmée en présence
d’extraits nucléaires de cellules musculaires lisses humaines. De plus une étude in vitro
comparant 1’expression du variant rs2197089 et de 1’alléle sauvage n’a pas montré de
différence significative (137). Enfin, une étude réalisée chez les chinois Han, suggere
I’implication du polymorphisme dans la régulation de I’expression de la LPL dans cette
population. En effet, on observe une augmentation significative (p<0.0243) de la quantité
d’ARNm de la LPL chez les porteurs homozygotes de 1’allele muté comparée a celle des
sujets homozygotes sauvages, suggérant donc une augmentation de I’expression de la LPL

(147).

Ainsi le polymorphisme rs2197089 semble étre impliqué dans 1’augmentation de
I’expression de la LPL, par un mécanisme non encore ¢lucidé. Il pourrait s’agir de liaison a
des ¢léments régulateurs tels que des facteurs de transcription ou miR. On ne peut néanmoins

pas exclure également la possibilit¢ d’un déséquilibre de liaison avec un autre SNP

fonctionnel.
1 TG c.106G>A c.953A>G
D9N N291S
E1 lEZ E3 E4 E5 lEG E7 E8 E9 E10
LPL )
// |_| Y 3
5 1 ﬁ 3
c.776-172G>A W
.|, TG c-281T>G rs 264
T-93G c.1421C>G c.*17427>C
c.1139+43T>C S447X rs1059611
rs301
c.1323-298T>C *1846C>T
c.1322+483T>G / rs325 ;15235
rs320, Hindlll
¢.1323-90T>G / c-1323187AG c*671T>C
rs326
rs327 rs13702

Figure 4 Polymorphismes de la LPL significativement associés a la triglycéridémie

E : Exon représenté par des rectangles et région transcrites en blanc, TG : triglycérides, références :
¢.-281T>G (101,129,130), c.106G>A (101,102), ¢.776-172G>A (137,148), c.953A>G (102,109,137),
c.1139+43T>C (135,137), ¢.1322+483T>G (101), ¢.1323-90T>G (135,136), c¢.1323-187A>G
(138,145,149), ¢.1323-298T>C (135,145,150), ¢.1421C>G (102,118,119,151,152), ¢.*1671T>C(137—
141), ¢.*1846C>T (139), ¢.*1742T>C (143,144)
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Position du SNP selon Effet de Am (score), p ou

nomenclature HGVS Numérors AM/Am 1C95% Références
NC _000008.11:2.19968862G>A rs2197089 G/A | TG (-0.18), p=1.6E(-9) (139)
L TG (-1.38) p=1.1E(-12) (146)
1 TG (0.037), p<0.01 (137)
1 TG (-0.028), p=0.0006 (144)
NC_000008.11:2.19986711A>G 1512678919 A/G p=2E(-41) (153)
NC 000008.11:2.19994534T>A  rs17489268 T/A p=5.2E(-13) (135)
NC_000008.11:2.19994799C>G  1s17411031 C/G | TG, p=5.2E(-13) (135)
| TG (-0.14), (154)
1C95% :(-0.18,-0.11)

NC 000008.11:2.19995007C>T  rs17489282 C/T p=5.2E(-13) (135)
NC_000008.11:2.19995075T>C rs4922117 T/C p=5.2E(-13) (135)
NC_000008.11:2.19997761T>C  rs17411126 T/C p=5.2E(-13) (135)
NC _000008.11:2.19999028T>C rs4523270 A/G 1 TG (0.073), p=7.79E(-9) (148)
NC_000008.11:2.20007664A>G rs2083637 A/G | TG, p=5.5E(-18) (148)
p=9.3E(-13) (135)
| TG, p=1.42E(-43) (140)
NC 000008.11:2.20009934C>G  rs11986942 C/G p=6.5E(-13) (135)
NC_000008.11:2.20011460T>C rs4406409 T/C p=4.4E(-4) (145)
NC_000008.11:2.20012165G>A rs1919484 G/A p=9.3E(-13) (135)
NC _000008.11:2.20017589C>T rs2410630 A/G 1 TG (0.080), p=1.32E(-9) (148)

NC _000008.11:2.20019235G>C rs7016880 G/C 1 TG (0.32), p=2E(-7) 5)
NC_000008.11:2.20041535C>T 4244457 C/T p=0.00014 (146)

Tableau 1 Polymorphismes intergéniques de la LPL associés a la concentration de
triglycérides

Ces polymorphismes sont localisés en amont du geéne de la LPL en 3°. Ils sont classés en
fonction de leur position par rapport a la fin de la région 3’UTR de la LPL du plus proche au
plus éloigné. SNP : single nucleotide polymorphism, AM : allele majeur, Am : alléle mineur,
score : score de corrélation statistique de [’effet de [’alléele mineur, considéré comme
significatif pour p<0.05, (IC 95%) : intervalle de confiance a 95%
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1.2.2 Protéines régulatrices de la LPL et leurs déterminants génétiques

Plusieurs protéines sont impliquées dans la régulation de la LPL. On distingue les

protéines impliquées dans la sécrétion et le transport de la LPL et celles modulant 1’activité

LPL en interation avec les substrats lipidiques (Figure 5). De nombreux polymorphismes des

genes codant pour ces protéines sont associés a des variations de la triglycéridémie.

cellules endothéliales

Activateurs

Lumiére des capillaires

Présentation de la LPL
Interaction avec LRTG

HSPG
GPIHBP1

Cytoplasme

Lumiére du RE

Inhibiteurs
ANGPTLA |
ANGPTL3 |
T 4

ANGPTLS

GPIHBP1

Transport et
Translocation

Cellules

parenchymateuses

Repliement et assemblage
des homodimeres

Figure 5 Protéines régulatrices de la Lipoprotéines Lipase

Espace sous-endothélial

LPL : Lipoprotéine Lipase, A-V : ApoA-V, C-1, ApoC-I, C-II : ApoC-II, C-IIl : ApoC-III,

LRTG : Lipoprotéines riches en Triglycérides, HSPG : Héparane sulfate protéoglycanes, RE :

Réticulum endoplasmique.
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1.2.2.1 Lipase Maturation Factor 1 LMF1

La Lipase Maturation Factor 1 LMFI1 joue un rdle essentiel dans la maturation
(repliement et assemblage) des lipases en particulier la LPL dans le réticulum endoplasmique
(RE). LMF1 a été identifiée pour la premiere fois en 1983 chez des souris présentant une
mutation naturelle du géne responsable d’une hyperchylomicronémie sévére et 1étale apres 2 a
3 jours de vie. Cette mutation altére a la fois 1’activité de la LPL et celle de la lipase hépatique
(LH). Elle a donc été¢ appelée cld (combined lipase deficiency) pour déficit combinée en
lipase (155). Péterfy et al. ont finalement identifi¢ le géne contenant cette mutation en 2007
codant pour une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique : transmembrane
protein 112 (Tmem112) capable de restaurer I’activité LPL apres transfection dans des
cellules porteuses de la mutation cld. Ainsi cette protéine a ét¢ renommée LMF1 (36). Le
gene LMF1 humain est localisé sur le bras court du chromosome 16. Il comprend 11 exons et

code pour une protéine de 567 acides-aminés avec un poids moléculaire de 65kDa (36).

LMF1 est une protéine membranaire localisée dans le RE, lieu d’assemblage et de
repliement de la LPL et de la lipase hépatique. LMFI1 est constituée de 5 régions
transmembranaires. Plusieurs boucles sont ainsi formées : les boucles B et D orientées vers le
cytoplasme avec la partie amino-terminale, les boucles A et C orientées dans la lumiére du RE
avec la partie C-terminale (156). La fonction de maturation des lipases est attribuée au
domaine DUF1222 correspondant a 65% de la partie C-terminale (36) (Figure 6). La
troncature de ce domaine, induite par la mutation cld, engendre la suppression du domaine C-
terminal localisé dans la lumieére du RE et I’incapacit¢ de LMF1 a procéder a la maturation
des lipases. La boucle C contient un site de liaison des lipases et serait directement impliqué
dans liaison avec les lipases. La proximité des 2 sites suggerent une coopération dans le
processus de maturation (37). Enfin, le phénotype des sujets humains ou souris présentant des
mutations déléteres de LMF1 suggere un rble lipase-spécifique de LMF1. Cependant
I’expression de LMF1 est ubiquitaire ne se limite pas au site de syntheése de la LPL et de la
lipase hépatique. Ceci suggere que LMF1 pourrait avoir d’autres fonctions non connues a ce

jour (36).
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Site de troncature cld

Cytoplasme
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Domaine d'interaction avec les lipides

Figure 6 Structure et mutations délétéres de LMF1 d’aprés (157)

Le domaine DUF 1222 est indiqué en noir, la localisation des mutations déléteres est indiquée

dans les rectangles rouges.

1.2.2.1.1 Polymorphismes de LMF1

Deux mutations homozygotes du géne LMF1 ont été identifiées a ce jour chez des

patients présentant des hypertriglycéridémie séveres (Figure 6).

La premiére, localisée dans I’exon 9 est wune mutation non-sens
NM 022773.2:c.1317C>G, NP _073610.2:p.Tyr439Ter (Y439X) résultant d’une protéine
tronquée de 127 acides aminés. La suppression du domaine C-terminal de LMF1 est
responsable d’une perte compléte d’activit¢ LPL engendrant une hyperchylomicronémie

sévere compliquée de pancréatite aigué (36).

La seconde mutation non-sens de LMF1, c.1391G>A, p.Trp464Ter (W464X), a été
identifiée chez un patient présentant une hypertriglycéridémie sévere associée a des épisodes
de pancréatite aigué récidivante et un diabete de type 2. Cette mutation est responsable d’une
troncature moins importante de 102 acides aminés. Chez le patient porteur de cette mutation,
I’activit¢ LPL est conservée mais diminué de 76% et la LPL masse est abaissée de 50%
comparé a des sujets normo-lipidiques. Le fils du cas index est porteur hétérozygote avec un
profil lipidique normal. In vitro, la protéine LMF1 tronquée présente une expression moindre

ainsi qu’une diminution de son activité in vitro (158).
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LMF1 n’est pas un gene identifié dans les GWAS, mais des variants ont été mis en
évidence avec une distribution significativement différente entre des sujets présentant une
hypertriglycéridémie sévéres ou les sujet t€émoins normo-lipidiques (159-161). Johansen et al.
ont mis en évidence sept mutations non-sens ayant une fréquence extrémement faible (<1%)
et retrouvée uniquement chez des sujets hypertriglycéridémiques. Seulement trois d’entre
elles sont potentiellement fonctionnelles et aucune validation in vitro n’a été réalisée (Figure
6). Enfin, Surendran ef al. ont mis en évidence huit nouvelles mutations non-sens de LMFI1,
dont trois (c.689G>A et ¢.790C>T et c.1568G>A) retrouvées uniquement chez des sujets
hypertriglycéridémiques séveres. Cependant, 1’activité LPL en présence de ces mutations
n’était pas altérée in vitro, I’activité LPL post-héparinique des sujets porteurs ¢€tait ¢galement
normale (160). Ceci suggere que la fonction de LMF1 ne pourrait étre altérée qu’en présence

de mutation non-sens homozygote responsable d’une interruption compléte du domaine C-

terminal.
¢.1569G>T (S5211)
| c.1355C>T (Ra51W) | c.1568G>A (R523H)
| ca06G>c (R101T) | [ c.1409G>A (adeeT) | | c.1597G>C (E531D) |
| c.368A>G (M122v) | [c12680>T (@é22x) | | c.1598G>A (G5325) |
} | |
| | Il |
LMF1 I] I I I %
| €.689G>A (R230Q) | €.1317C>G Y439X
| €.790C>T (R264C) | c.1391G>A WA64X

Figure 7 Polymorphismes de LMF1 associé aux hypertriglycéridémies d’apreés (159)

Nomenclature internationale HGVS séquence de référence NM_022773.2
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1.2.2.2 GPIHBP1

Gpihbpl (Glycosylphosphatidylinositol-anchored high-density lipoprotein binding 1)
est une protéine de 228 acides aminés, codée a partir du gene localisé sur le chromosome
8q24.3. Elle appartient a la famille des protéines Ly6 et a été découverte par loka et al. en
2003 du fait de sa capacité a se lier aux HDL (162). Gpihbp! est exprimé exclusivement sur la
face endoluminale des cellules endothéliales capillaires du tissu adipeux brun, du cceur, des

muscles squelettiques (163,164).

Cette protéine est structurée en différents domaines : un peptide signal, un domaine
acide (amino-terminal), un motif Ly6 riche en cystéine (lymphocyte antigen) un domaine C-
terminal hydrophobe et une 1’ancre GPI (GPI anchor). Le peptide signal est clivé dans le RE,
et le domaine C-terminal hydrophobe est retiré lorsque 1’ancre GPI est ajoutée (163). Ainsi la
protéine mature est constituée de 184 acides aminés et contient 2 domaines principaux : le
domaine acide et Ly6 domaine, tous deux impliqués dans la liaison de Gpihbpl a la LPL
(163,165,166). Le domaine acide est également impliqué dans la liaison aux chylomicrons et
ApoA-V (166). Le Ly6 domaine est constitué de 10 résidus Cystéine (Cys65 a Cys136), reli¢
par des ponts disulfures et formant une structure a trois doigts essentielle pour la liaison a la
LPL (163) (Figure 8). Enfin le domaine Ly6 contient 2 sites N-glycosylés (Asn-78 et Asn-82)
essentiels pour le trafic de Gpihbpl a la surface endothéliale (167). Les travaux de Reimund
et al suggerent que les 2 domaines de liaison de Gpihbpl interagissent de manicre
indépendante avec la LPL, seule la LPL li¢ au domaine acide interagit avec les lipoprotéines

(168) (Figure 8).

L’implication de Gpihbpl dans la lipolyse intravasculaire et dans le transport de la
LPL a la lumiere des capillaires endothéliaux a été revue par Young et al, Adeyo et al
(169,170). Le role de GPIHP1 dans le métabolisme lipidique a été étudi¢ a partir de souris ko.
Les souris  Gpihbpl -- adultes présentent des hypertriglycéridémies majeures par
accumulation de chylomicrons et de VLDL ainsi qu’une diminution de I’activit¢é LPL post
héparinique. Les souris Gpihbpl +- présentent des concentrations de triglycérides similaires
aux souris sauvages, le phénotype d’HTG apparait a partir de 4 ou 5 semaines de vie
(165,171). La quantité de LPL tissulaire des souris Gpihbpl -/- est normale mais mal localisée
(164,165,171,172). En I’absence de GPIHBP1, la LPL est piégée dans I’interstitium entre les

cellules parenchymateuses et n’est pas disponible pour la lipolyse des LRTG circulantes
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(164). Gpihbpl joue donc un réle crucial dans le transport de la LPL depuis les cellules
endothéliales vers la lumiére des capillaires. La liaison de Gpihbpl a la LPL constitue
¢galement une « plateforme de lipolyse » (164,165). Elle stabilise la LPL et la protége contre
la désactivation par ANGPTL3 et ANGPTL4 (173). Enfin le complexe GPIHBP1-LPL est

responsable de la margination des lipoprotéines riches en triglycérides dans les capillaires
(48).

NH2

© €1 pont disulfure

Figure 8 Structure de GPIHBP1 d’aprés (163)

Les couleurs des résidus indiquent leur importance dans la liaison de GPIHBPI a la LPL en
fonction de la diminution de liaison induite si muté pour une Alanine : en rouge >70%, vert

20 a 70%, blanc sans effet, les gris n’ont pas été teste.

1.2.2.2.1 Polymorphismes de GPIHBP1

Plusieurs mutations dé¢léteres sont responsables d’hyperchymomicronémies (Tableau
2) et la revue de la littérature a identifiée seulement quatres polymorphismes
significativement associés a la triglycéridémie (Figure 9).
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1.2.2.2.2 Mutations délétéres de GPIHBP1

La découverte relativement récente de GPIHBP1 a conduit a rechercher des mutations
chez des patients présentant une hypertriglycéridémie sévere ou hyperchylomicronémie et non
porteurs de mutations sur les geénes classiques (LPL, APOC2, APOAS5). Une vingtaine de
mutations a ainsi été identifiées. Elles correspondent soit a des délétions partielles ou
completes de GPIHBP1 ou a des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites des
domaines fonctionnels (Tableau 2). La plupart de ces mutations délétéres concernent les
exons 3 et 4 qui codent pour le domaine Ly6 qui est essentiel pour la liaison de Gpihbpl a la
LPL (163). Ainsi les délétions ou mutations faux-sens localisées dans ce domaine altérent la
liaison avec la LPL. Gpihbpl1 se lie a la LPL sous forme de monomere et des mutations faux-
sens du domaine Ly6 induisent sa dimérisation ou polymérisation empéchant la liaison a la
LPL (174). L’activit¢ LPL post héparinique des sujets homozygotes ou hétérozygotes
composites est extrémement basse. En revanche, ’activité et la masse de la LPL dans le tissu
adipeux et dans le lait maternel de patientes hétérozygotes composites sont normales (175).
La transmission se fait selon un mode récessif, les hétérozygotes ont presque tous un profil

lipidique normal.

1.2.2.2.3 Polymorphismes de GPIHBP1 associés a la triglycéridémie

1.2.2.2.3.1 c.-469G>A

Ce polymorphisme est localis¢ dans le promoteur de GPIHBP1. II est relativement
fréquent (50% chez les Européen selon HapMap) et est significativement associé a une
hypertriglycéridémie modéré (> 2 mmol/L) chez les porteurs hétérozygotes (p=0.025) et les
homozygotes (p=0.004) dans une étude (176). De plus il augmenterait le risque
d’hypertriglycéridémie chez les patients porteurs d’alleles de la LPL, eux-mémes associés a
I’hypertriglycéridémie. Aucune étude fonctionnelle n’a été réalisée pour étudier I’impact de
ce polymorphisme sur 1’expression de GPHBP1 a ce jour. Enfin il serait en déséquilibre
complet avec 4 autres SNP (r°=1): trois sont localisés en région intergénique en 5’ (c.-
283G>C (rs67963553), c.-1318C>T (rs57709849), c.-1233C>A et le quatrieme est un SNP
localisé dans I’exonl (c.12C>T, rs61747644) (176).
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1.2.2.2.3.2 c.41G>T (C14F)
Cette mutation est localisée dans le peptide signale de GPIHBP1. Elle est

significativement associé¢ aux hypertriglycéridémies séveres (159,177-179). 1l induit une

diminution de la capacité de transfert de la LPL a la surface endothéliale (177,179).

1.2.2.2.3.3 ¢.106 C>T L11F et c.352 A>G 193V

Ces deux mutations ont une fréquence allélique extrémement faible (0.07% environ).
Ils ont été identifiés par une stratégie de re-séquengage de GPIHBPI1 chez des sujets HTG
(n=413) et des sujets controles normo-triglycéridémiques (NTG) (n=324). Ces mutations ont
chacune été identifiées chez un seul sujet du groupe NTG. Elles sont donc possiblement
responsables d’une diminution de la triglycéridémie sans que leur implication fonctionnelle

soit certaine (159).

c.41G>T
™G c.-469G>A C14F
rs/72691625 rs11538389

GPIHBP1 5 l [ l} 3
1 1

c.106C>T c.352A>G
L11F 193V

JTG

Figure 9 Polymorphismes de GPIHBP1 associés a la triglycéridémie

Pour les références se rapporter au texte.
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Mutation* Numéro rs Alias Localisation Fonction Références
Délétion NA NA NA Défaut de GPIHBP1 (177)
GPHBP1
Délétion NA NA NA Défaut de GPIHBP1 (99,180)
GPHBP1
Délétion NA NA Exon3-Exon4 Défaut de GPIHBP1 (181)

c.166G>C 1s587777636 G56R Exon2 Non connu (159,182)

c.194G>A 1s587777638 Cc65Y Exon3 Ly6 (160,183)

c.194G>C 1s587777638 C65S Exon3 Ly6 (175)

c.202T>G 1s587777639 C68G Exon3 Ly6 (175)
c.202T>C 1s587777639 C68R Exon3 Ly6 mais liaison a la (179)

LPL conservée

c.203G>A C68T Exon3 Ly6 (99,184)

c.266G>T 1587777640 C89F Exon3 Ly6 (177)

c.267C>A rs776388699 C89X Exon3 Ly6 (185)
c.319T>C Rs777039010 S107P Exon3 Ly6 (186)

c.320C>G 1587777643 S107C Exon3 Ly6 (187)

c.323C>G Rs752728823 T108A Exon3 Ly6 (160)

c.331A>C 1s587777641 T111P Exon4 Ly6 (188)

c.413-429del  1rs587777642 Exon4 Ly6 (188)

c.344A>C 1s587777637 Q115P Exon4 Ly6 (160,183,189)
c.431C>T rs78367243 Ser144Phe Exon4 NC (160)

¢.523G>C rs145844329 G175R Exon4 Altération du transfert (177)

a la surface cellulaire

Tableau 2 Mutations déléteres de GPIHBP1 responsable d’hyperchylomicronémies

* Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_178172.5
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1.2.2.3 Les Apolipoprotéines

Les apolipoprotéines sont principalement produites par le foie et sont sécrétées dans la
circulation plasmatique ou elles circulent liées aux lipoprotéines dont les lipoprotéines riches
en TG (LPRTG). Plusieurs apolipoprotéines ApoA-V, ApoC-I, ApoC-II et ApoC-III sont

impliquées dans la régulation de I’activité LPL.

1.2.2.3.1 Apolipoprotéine A-V (ApoA-V)

L’ApoA-V est une protéine de 366 acides aminés, codée a partir du locus
APOA5SAPOA4-APOC3-APOAI situé sur le chromosome 11g23-qter (190). La protéine
mature de 343 acides aminés est sécrétée apres clivage du peptide signal correspondant aux
23 premiers acides aminés, son poids moléculaire est de 39kDa. Elle est exprimée
principalement par le foie et est sécrétée dans le plasma ou elle est principalement liée aux
VLDL, aux HDL et aux chylomicrons (190-192). L’ApoA-V circulante dans le plasma est
principalement retrouvé sous forme monomérique (193). Sa concentration plasmatiques est
trés faible comparée a celle des autres apolipoprotéines allant de 20 a 500ng/ml en population

générale (191,194).

L’ApoA-V est une protéine hydrophobe principalement constituée d’hélices alpha
amphipathiques dont la structure secondaire peut étre divisée en 6 régions différentes (195)
(Figure 10). Le domaine N-terminal et C-terminal correspondent & des domaines de liaison
lipidique. Les résidus 192 a 238 sont nécessaires a la liaison aux lipides et a I’activation de la
LPL (195). Le domaine de liaison a I’héparine (résidus 186-227) intervient dans I’interaction
entre ApoA-V et GPIHBPI1. Les résidus (R210, K211, K215, K217) sont nécessaires pour
cette interaction (166,196). Le domaine de liaison a I’héparine est également impliqué dans la
liaison d’ApoA-V avec les récepteurs de lipoprotéines (LDLR, LRP-1, SorLa) dans le foie
(197,198). Enfin, ApoA-V interagit également avec les cellules de surface midkine via son
domaine N-terminal, favorisant son internalisation dans les cellules B pancréatiques (199).

ApoA-V pourrait ainsi étre impliquée dans I’homéostasie glucidique (200).

L’ ApoA-V est impliqué dans le métabolisme des triglycérides. Les souris ko apoa5-/-
présentent des triglycérides plasmatiques 3-4 fois supérieurs aux souris wild type (WT)
(190,201) et les souris hétérozygotes apoaS(+/-) présentent une augmentation intermédiaire

des triglycérides (190). Inversement, les souris surexprimant 1’ApoA-V présentent une
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réduction de 1/3 des concentrations plasmatiques des triglycérides du fait d’une accélération
de la lipolyse des triglycérides par la LPL sans modification de la production des VLDL et
des chylomicrons (190,202). Chez ’homme, I’ApoA-V active la LPL liée aux protéoglycanes
et accélere ainsi 1’hydrolyse des triglycérides des chylomicrons et des VLDL (202-205). Le
mécanisme exact n’est a ce jour pas complétement €lucidé. Il implique des interactions entre
LPL, ApoA-V, protéoglycanes, et GPIHPB1 (202,206). Enfin I’implication d’ApoA-V dans la

liaison des LRTG aux protéoglycanes a ét¢ démontrée récemment (207).

ApoA-V pourrait également agir de maniére intracellulaire au niveau hépatique en
diminuant la synthése et la sécrétion des VLDL ou chylomicrons (208,209). L’apoA-V
diminuerait la lipidation de I’ApoB de maniere dose-dépendante (205). Cependant chez la
souris surexprimant I’apoa-V humaine, la production des VLDL et des chylomicrons n’est pas
affectée (201-203). Enfin ’ApoA-V pourrait guider les triglycérides vers la formation de
gouttelettes lipidiques diminuant ainsi la production des VLDL (210). Le réle d’apoA-V au

niveau hépatique reste donc controversé et d’autres études sont nécessaires.

186-227 liaison avec
1-146 boucle hélice a HSPG, récepteurs

Liaison aux lipides et GPIHBP1
I |
N-terminal [ ][ ][ ] [ ] [ ] [ ] C-terminal
I I L1
20-114 192-238 292(301)-343
Interaction avec Midkine Activation de la LPL Liaison aux lipides

Liaison aux lipides

Figure 10 Structure d’ApoA-V d’aprés (197)

1.2.2.3.1.1 Polymorphismes d’APOA5

Le géne APOAS correspond a un des locus le plus significativement associ¢ a la
triglycéridémie dans les études association génétique ou GWAS (genome wide association
study) (211). Plusieurs variants communs d’APOAS sont ainsi associés significativement a la
triglycéridémie (Tableau 3) et des mutations rares, engendrant un déficit d’APOAS, ont

¢galement été identifiées (Figure 11).
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1.2.2.3.1.1.1 Polymorphismes communs d’APOA5

Le geéne APOAS contient plusieurs polymorphismes relativement fréquents. Ils
définissent quatre haplotypes correspondant a un ensemble de polymorphismes situés a
proximité sur un méme chromosome, cohérités ou en fort déséquilibre de liaison (190,212—
215). L’haplotype APOA5*1, correspond a I’haplotype sauvage et est composé des alléles
fréquents de chacun des polymorphismes. APOA5*2 est défini par la présence des allcles
rares des polymorphismes SNP1, SNP2,-3A>G et -1131T>C. Tous les polymorphismes étant
en fort déséquilibre de liaison avec -131T>C. Ainsi, -1131C peut servir de marqueur pour
identifier ’haplotype APOA5*2. APOAS5*3 est défini par la présence de ’allele rare du
polymorphisme S19W. Les trois haplotype principaux représentent environ 98% des
haplotypes chez les caucasiens (212) et plus de 90% chez les asiatiques. L’APOA*4 est

retrouvé uniquement chez les asiatiques avec une fréquence d’environ 8% (215) (Tableau 3).

Haplotype
APOAS5*1 APOAS5*2 APOAS5*3 APOAS5*4
SNP (HGVS*)

c.-644C>T T C T C
c.-3A>G A G A G
c.56C>G C C G C
c.162-43A>G G A G G
c.*158C>T T C T T

Tableau 3 Principaux haplotypes du gene APOAS

*Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_052968.4

De nombreuses études d’association génétique ont mis en évidence 1’association de
APOAS5*2 (-1131T) et APOAS*3 (S19W) aux hypertriglycéridémies séveres et modérées.
Les porteurs des alleles mineurs ont une augmentation des TG de 20 a 30% comparé aux
homozygotes sauvages La fréquence allélique de ces deux haplotypes varie en fonction des
ethnies entre 5 a 15% chez les caucasiens. En revanche, -1131T est beaucoup plus fréquent
chez les asiatiques environ 30% (Tableau 4).
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1.2.2.3.1.1.1.1Haplotype APOA5*3

Le role ’APOAS5*3 dans la régulation de la triglycéridémie est expliqué par ’allele
rare G du polymorphisme S19W localis¢ dans le peptide signal d’APOAS. 1l induit une
substitution d’un résidu sérine hydrophile par un résidu tryptophane hydrophobe qui modifie
la structure secondaire d’ApoA-V. Cette modification diminue la capacité de translocation de
la protéine mature a travers le RE conduisant a une diminution de la sécrétion de la protéine

mature (213,216).

HGVS* Numéro rs Autres localisation  Références association aux
dénominations HTG
c.-644C>T 15662799 -1131T>C SNP3 promoteur  (122,133,202,224-226,229—
253)
c.-3A>G rs651821 Kozak Exon2 (118,217-221)
c.56C>G rs3135506 S19W Exon3 (136,151,160,190,212,212,2
SNP5 13,217-219,222-237)
c.162-43A>G 152072560 SNP2 Intron 3 (219)
c.*158C>T 1s2266788 SNP1 3’UTR (139,190,212,219,220,222,2
38,239)

Tableau 4 Polymorphismes d’APOAS associés aux hypertriglycéridémies
*Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_052968.4

1.2.2.3.1.1.1.2Haplotype APOA5*2

Contrairement a I’APOAS5*3, la fonctionnalit¢ de I’APOAS5*2 n’est pas établie.
L’analyse fonctionnelle de chacun des polymorphismes de cet haplotype n’a pas permis
d’identifier les mécanismes impliqués dans la régulation d’APOAS. Le polymorphisme -
3A>G se situe 3 nucléotides en amont d’un site d’initiation de la traduction également appelé
séquence « Kozak ». Celle-ci est impliquée dans la régulation de la traduction des ARNm, le
polymorphisme -3A>G pourrait donc altérer la traduction d’APOAS. Toutefois, les études in

vitro n’ont pas observé de modifications de I’efficacité de traduction en présence de ce variant
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(216). Les travaux menés par Ahituv et al. n’ont pas mis en évidence d’altération de
I’expression hépatique des ARNm chez les souris mutées pour APOAS5*2 (240). Ceci a été
ensuite confirmé par I’analyse de tissu hépatique chez I’homme (241). Cependant les
concentrations d’ApoA-V sont significativement plus basses chez les porteurs de 1’all¢le rare
du polymorphisme -1131C (241-244). Enfin il a été suggéré que le SNP1 (c.1259 T>C),
localisé en région 3°’UTR pourrait faire partie d’une séquence pouvant modifier la stabilité des

ARNm (245).

1.2.2.3.1.1.2 Mutations rares associées aux hypertriglycéridémies

Le re-séquencage de patients ayant présenté des hyperchylomocronémies a permis
d’identifier des mutations rares d’APOAS5 a I’état homozygote ou hétérozygote avec une
transmission parfois considérée comme récessive ou codominante et de pénétrance variable
(Figure 11). Ces mutations sont soit des mutations faux-sens responsables de la substitution
d’un acide-aminé, ou des mutations non-sens conduisant a la troncature de la protéine ou bien
des délétions de plusieurs acides aminés ou des délétions partielles d’APOAS. Trois mutations

introniques modifiant des sites d’épissage ont également identifiées (Figurell).

1.2.2.3.1.1.2.1 Mutations non-sens d’APOA5

La fonctionnalit¢ de la mutation c¢.442 C>T (Q148X), mutation non-sens, n’est pas
¢lucidée. Elle pourrait étre un facteur prédisposant a la survenue d’hypertriglycéridémie
puisque seulement la moiti¢é des sujets porteurs a 1’état hétérozygote présentait une
hypertriglycéridémie modérée (246). De plus les sujets porteurs de la mutation étaient tous
également porteurs de la mutation S19W sur le méme allele (246,247). In vitro, I’expression
de la protéine tronquée induit une diminution modeste mais non significative de I’activité LPL

comparée a ApoA-V sauvage (248)

La mutation c.415C>T (Q139X) a été mise en évidence chez deux familles
présentant des hyperchylomicronémies transmises de maniére verticale a pénétrance variable
et d’apparition tardive (249). Le phénotype d’hypertriglycéridémie sévere était observé
uniquement en présence d’autre facteur génétique hypertriglycéridémiant soit APOAS5*2 ou
APOAS*3. L’¢tude de la cinétique de I’ApoB chez les porteurs hétérozygotes a mis en

¢vidence un défaut de lipolyse intravasculaire (249) confirmé in vitro par Dorfmeister et al.
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montrant une diminution significative de D’activit¢ LPL en présence d’ApoA-V-139X

comparé a ApoA-V sauvage(248).

La mutation non-sens, ¢.289 C>T (Q97X), localisée dans 1’exon 4 du géne APOAS,
induit un codon stop prématuré en position 97. A 1’état homozygote, elle entraine un défaut
d’apoA-V plasmatique suggérant un défaut de sécrétion de la protéine tronquée (250,251). Ce
défaut d’apoA-V entraine une diminution de 1’activité LPL post-héparinique d’environ 50%
chez les porteurs hétérozygotes et 90% chez les sujets homozygotes conduisant a la survenu

d’hypertriglycéridémie sévere (251).

La mutation ¢.161+3G>C (IVS3+3G>C) a ¢été identifiée chez 2 sujets (pére et fils)
présentant une hypertriglycéridémie. Elle est localisée dans le site donneur d’épissage dans
I’intron 3 et il en résulte I’apparition d’un codon stop prématuré responsable d’une protéine
tronquée de seulement 18 acides-aminés. Chez les patients porteurs de cette mutation, une

diminution de I’activité LPL a été rapportée (252).

La mutation ¢.990_993delAACA (p.D332V{s336X) entraine une troncature des 32
derniers acides-aminés de la partie C-terminale d’ApoA-V (5). Les explorations
fonctionnelles de Mendoza-arbera et al. n’ont pas mis en évidence d’altération de la liaison a
LRP1 mais une diminution de liaison a I’héparine, et aux récepteurs (sortiline, SorLA et

LR11). La capacité d’activation de la LPL n’était pas altérée (198).

La mutation p.Q305X est significativement associée a une augmentation de la
triglycéridémie. Les prédictions fonctionnelles in silico sont en faveur d’une protéine ApoA-

V tronquée mais sa fonctionnalité n’a pas été testée a ce jour (5).

1.2.2.3.1.1.2.2Les délétions partielles d’APOA5

La mutation c.16_39del (p.Ala6_Alal3del) est responsable de la délétion de 8 acides
aminés (résidu 6 a 13) dans le peptide signal. Elle engendre un défaut de sécrétion d’ApoA-V
qui est indétectable dans le plasma. Cette mutation a été mise en évidence a 1’état
homozygote chez un enfant ayant présenté¢ une hyperchylomicronémie lors de 1’allaitement.
L’activité LPL était normale, il est intéressant de noter qu’aprés sevrage, la triglycéridémie
s’est quasiment normalisée suggérant un role modulateur d’ApoA-V sur I’activité LPL lors de

régime riche en graisse (253).
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La mutation ¢c.694_705delTCCCGGAAGCTC (p.(Ser232_Leu235)del),
responsable de la délétion de 4 résidus trés conservés est proche d’une région impliquée dans
la liaison aux lipides, I’héparine et aux récepteurs. In vitro la protéine mutante montre une
diminution de liaison a I’héparine, et aux récepteurs (sortiline, SorLA et LR11) mais sa

capacité d’activation de la LPL n’est pas altérée (198).

Enfin la délétion ¢.295-297 del GAG (p.E99 del) a ¢été identifice a 1’¢état
hétérozygote chez un sujet présentant une hypertriglycéridémie sévere associée a d’autre

variant hypertriglycéridémiant (254)

1.2.2.3.1.1.2.3 Mutations faux-sens d’APOA5

La mutation ¢.553G>T (G185C) est associ¢e a une augmentation des TG qui est
relativement rare chez les caucasiens et plus représenté dans les populations asiatiques avec
une fréquence d’environ 4% (255,256). La substitution d’une Glycine en Cystéine en position
162 de la protéine mature (apres clivage du peptide signal) favorise la formation d’hétéro-
dimére par la création d’un pont disulfure avec les protéines plasmatiques (257). In vitro
I’expression du variant 185C diminue [’activation de la LPL comparé¢ a I’alléle sauvage

(248,258).

La mutation ¢.811G>T (G271C) est également associée aux hypertriglycéridémies
séveéres (160,248). La substitution d’un résidu Glycine pour une Cystéine favorise la
formation de pont disulfure entrainant une polymeérisation d’ApoA-V. Contrairement au
variant G185C, la protéine apoA-V-271C n’altere pas D’activation de la LPL mais sa
polymeérisation pourrait empécher sa liaison aux LDL récepteurs. Le phénotype
d’hypertriglycéridémie semble également étre favorisé par la présence d’autre facteur

génétique prédisposant (248).

La mutation c. 962 A>T (H321L) correspond a la transition d’une Histidine en
Leucine en position 321. Elle pourrait modifier I’interaction d’ApoA-V avec la LPL. In vitro
le variant ApoA-V-321L diminue significativement 1’activation de la LPL comparé a ApoA-V
sauvage (248). Toutefois cette mutation a été identifiée chez un sujet porteur ¢galement d’une
mutation homozygote de la LPL (P270L) et hétérozygote pour S19W, suggérant la encore,

une origine polygénique de I’hyperchylomicronémie (248).
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La mutation ¢.398C>G (p.Thr133Arg) a ¢té identifiée chez un patient porteur
hétérozygote ayant présenté des épisodes hyperchylomicronémie et de pancréatite aigué. Ce

patient présentait une masse LPL normale mais ’absence d’activité LPL post-héparinique

(160).

La mutation ¢.764 A>G (E255G) semble exercer un effet modeste sur la survenue
des hypertriglycéridémies, elle a ét€¢ mis en évidence associée a une mutation homozygote de
la LPL (W86G) connue pour causer une hyperlipoprotéinémie de type 1. Toutefois, elle est
associée a une diminution d’environ 25% de l’activit¢ LPL in vitro suggérant un facteur

prédisposant aux hypertriglycéridémies (248).

La mutation c¢.725T>C (L242P) a ¢ét¢é mise en ¢évidence chez des sujets
hypertriglycéridémiques  séveres porteurs également d’autres variants favorisant
I’hypertriglycéridémie. Les sujets porteurs du variant L242P avaient des concentrations
d’ApoA-V normales et une activit¢ LPL normale Sa causalit¢ dans la survenue des

hypertriglycéridémies reste a préciser (251).

La mutation ¢.758 T>C (LL.253P) correspond a la substitution d’une Leucine en
Proline en position 253. Elle pourrait entrainer une modification de la structure la partie C-
terminale. In vitro, un défaut d’activation de la LPL et méme un effet inhibiteur de la protéine
mutée comparée a ApoA-V sauvage a ¢été rapporté (198). Mais la survenue
d’hyperchylomicronémie n’a été¢ observée qu’en association avec d’autre variant d’APOAS

hypertriglycéridémiant (198,254).

1.2.2.3.1.1.2.4 Mutations des sites d’épissage

Trois mutations localisées dans des sites d’épissage ont été identifiées chez des sujets
présentant des hypertriglycéridémies sévéres. Le variant ¢.161+3G>C (IVS3+3G>C) induit
¢galement un codon stop prématuré et a ét¢ développé précédemment (252). Le variant
c.161+5G>C a ¢été identifi¢ a 1’état homozygote chez un sujet présentant une ApoA-V
plasmatique indosable (259), alors que le variant ¢.49+1G>A a été mis en évidence a 1’état
hétérozygote chez un sujet ayant une concentration d’ApoA-V normale (260). Ces deux sujets
¢taient  également porteurs de plusieurs autres  polymorphismes  favorisant

I’hypertriglycéridémiant (259,260).
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La plupart de ces facteurs génétiques ne sont pas isolés mais souvent associés a 1’¢tat
hétérozygote ou homozygote chez les sujets présentant des hyperchylomicronémies. De plus
d’autres facteurs favorisant [I’hypertriglycéridémie tels que grossesse, traitement,
estroprogestatif, age, diabéte, obésité, ou diététique, sont souvent nécessaires a I’expression
du phénotype lipidique (246-251,259). Une diminution importante des triglycérides est
parfois observée aprés un régime ou l’introduction d’un traitement voire un retour a une
triglycéridémie normale apreés prise en charge ou suppression d’un facteur favorisant, par

exemple post-partum ou arrét de contraception (251,253,259).

C.295-267delGAG c.442CT | c.725T>C c.758T>C || c.764A>G c.811G>T
p.E99del Q148X L242P L253P E255G G271C

€.161+5G>C Cc.962A>T
€.398C>G H321L
C.49+1G>A N66S |\ T133R

€.694_705delTCCCGGAAGCTC |

=
IVS2+1G>A c. e
R o
g 12 JI?:
APOAS5 5 =4\ E2 E3 E4 JUTR
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c.16 39del €.161+3G>C €.289C>T || c.415C>T ¢.553G>T
— IVS3+3G>C Q97X Q139X G185C

Figure 11 Mutations du gene APOAS adaptée de (253)

T
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Rectangle blanc : régions non traduites, en gris peptide signal, en noir séquence de la protéine mature.
Mutations en rouge : mutations causale HTG, en vert facteur génétique prédisposant en association
avec d’autres facteurs génétiques, en bleu associ¢e aux HTG sans étude de fonction a ce jour.

Références : se référer au texte

1.2.2.3.2 Apolipoprotéine C-lll (ApoC-ll)

L’ ApoC-III une apolipoprotéine échangeable de 99 acides aminés, codée par le locus
APOAS5-APOA4-APOC3-APOAI situé sur le bras long du chromosome 11q23-qter. Elle est
principalement synthétisée par le foie et également dans I’intestin. Elle est sécrétée dans le

sang et est liée a la surface des LRTG (chylomicrons and VLDL) et des HDL (261). La
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protéine mature est constituée de 79 acides aminés, apres retrait du peptide signal de 20 acides

aminés dans le RE et a un poids moléculaire de 8.8 kDa (261).

L’apoC-III est une protéine O-glycosylée. Il existe trois isoformes d’apoC-III en
fonction du degré de sialylation sur le résidu thréonine en position 74 : apoC-III-0 (aucun
acide sialique), apoC-III-1 (1 résidu d’acide sialique) et apoC-III-2 (2 résidus d’acide sialique)
(262,263). L’isoforme apoC-III-0 a une capacité limitée d’inhibition de la LPL et augmente
donc la capacité de clairance de TG (264).

L’expression d’ApoC-III est fortement associée a la triglycéridémie, en effet des
¢tudes ont montré une corrélation positive entre la concentration d’ ApoC-III dans le plasma et
les concentrations de TG chez I’homme (265,266). Inversement la diminution de 1I’expression
d’APOC3 induite par les fibrates pourrait contribuer a I’effet hypotriglycéridémiant de cette
classe thérapeutique (267,268). Ces données sont concordantes avec le profil lipidique
observé chez les souris transgéniques ko pour le géne APOC3. Les homozygotes (apoc3-/-)
présentent une diminution d’environ 70% des triglycérides comparé au sujets sauvages alors
les hétérozygotes (apoc3-/+) ont des concentrations de triglycérides intermédiaires (269,270).
Inversement les expériences de surexpression du géne humain APOC3 dans des modeles
murins ou porcins conduisent a des hypertriglycéridémies séveres et parfois des stéatoses

hépatiques (271-274).

L’ApoC-III inhibe la LPL (via la partie N-terminale de la protéine) et elle inhibe
¢galement la lipase hépatique (261). Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’inhibition
de la LPL demeurent imprécis. Une hypothése proposée est I’inhibition de 1’activité LPL par
le déplacement de la LPL des particules lipidiques induit par ApoC-III et ApoC-I et favorisant
¢galement 1’action de ANGPTL4 (275). La partie C-terminale d’ApoC-III semble étre

impliquée dans son interaction avec la LPL d’aprés les études de structure (276).

L’ ApoC-III intervient également dans I’inhibition de la clairance des LRTG médiée-
par- récepteur au niveau hépatique (261) ainsi que dans leur liaison aux glycosaminoglycanes
et a leurs récepteurs spécifiques (277). Enfin, le réle d’ApoC-III au niveau hépatique a été
plus récemment mis en évidence, elle joue un rdle crucial dans ’assemblage des VLDL et

leur sécrétion (278,279).
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1.2.2.3.2.1 Polymorphismes d’APOC3

Plusieurs variants d’APOC3 sont associés a la triglycéridémie. On distingue les
mutations responsables d’une perte de fonction d’ApoC-IIl, associées a une diminution des
TG plasmatiques, et des polymorphismes associés a I’augmentation des TG probablement par

augmentation de I’expression d’APOC3.

1.2.2.3.2.1.1 Mutations perte de fonction

Plusieurs mutations rares responsables d’une perte de fonction d’ApoC-III ont été
mises en évidence ces dernieres années. Du fait de leurs fréquences extrémement faibles en
population générale, elles n’étaient pas détectées dans les études d’association génétiques
classiques ou GWAS. C’est I’étude de populations particuliéres, présentant des fréquences
alléliques plus importantes, qui ont permis de mettre en évidence 1’effet bénéfique lipidique et
également protecteur cardiovasculaire de ces mutations. Cet effet a été confirmé par des
¢tudes en population générale retrouvant chez les porteurs de ces mutations «perte de
fonction» des TG significativement diminués de 39 a 44% et une diminution significative du
risque relatif de coronaropathie de 36 a 40% comparé aux sujets non porteurs (280,281)

(Figure 12).

La mutation ¢.55C>T, R19X est une mutation non-sens qui induit le remplacement
d’un résidu Arginine en un codon stop en position 19, responsable d’un défaut en ApoC-III
(280,281). Cette mutation est treés rare avec une fréquence allélique de 0.035% chez les
Européens (282) et 0.08% chez les Américains (283). La mutation a été identifiée dans une
population Amish avec une fréquence allélique d’environ 2.8% (284). Les sujets porteurs de
la mutation a 1’état hétérozygote avaient des concentrations plasmatiques d’apoC-III
significativement diminu¢ de 50% comparées aux sujets sauvages. Le profil lipidique des
porteurs hétérozygotes est également significativement modifi¢ avec une diminution des
triglycérides, une augmentation du HDL-c et diminution de LDL-c. La mutation est localisée
dans le peptide signal de la protéine normalement clivé avant la sécrétion de la protéine. Les
prédictions fonctionnelles sont donc en faveur d’un défaut de production d’apoC-III a partir
de T’allele muté. De plus ’ARNm transcrit a partir du géne muté serait dégradé. Cette

mutation pourrait également exercer un effet cardiovasculaire protecteur (284).
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Cette mutation a ensuite ét¢ mise en évidence dans une cohorte Grecque constituée a partir
d’une population isolée crétoise. La fréquence allélique était de 1.9% et le méme profil
lipidique que dans la population Amish est observé chez les porteurs hétérozygotes de la
mutation (282). Le profil lipidique protecteur ainsi que la diminution du risque

cardiovasculaire a également été confirmé en population générale (283).

La mutation faux-sens ¢.127G>A, (A43T) induit un changement d’acide aminé du
résidu 23 Alanine en une Thréonine. Cette mutation rare a ét¢ mise en évidence chez 3 sujets
indiens Maya du Yucatan présentant des concentrations d’apoC-III tres faibles (285). Cette
mutation modifie la répartition hydrophobique/hydrophile de I’hélice N-terminale. In vitro, le
variant apoC-II1-Thr-23 ne modifie pas I’inhibition de I’activit¢é LPL, mais sa liaison aux
lipides ¢était altérée (285). Les travaux de Sundaram et al. ont permis de caractériser la
fonctionnalité du variant qui atténue 1’assemblage et la sécrétion des VLDL des hépatocytes

(279), expliquant son association a des concentration basse de TG (280,286).

Le variant ¢.55+1G>A, (IVS2+1G->A) est trés significativement associé a une
diminution des TG plasmatiques (217,280,281). Il est rare avec une fréquence allélique
d’environ 0.2% dans la population britannique (287). Ce SNP affecte un site d’épissage en 5°,
trés conservé, en modifiant un di-nucléotide essentiel (GT en AT) du premier exon codon
codant pour la protéine ApoC-IIl. Le variant rare A interrompt donc 1’épissage du premier
exon codant pour la partie N-terminale de la protéine. Celle-ci contient le peptide signal (1 a

20 premiers acides aminés).

Les variants ¢.179+1G>T, (IVS3+1G->T) et c¢.-13-2A>G sont localisés dans
I’intron 1 et 3 respectivement. Ils modifient également des sites d’épissage de I’ARNm

d’APOC3 (280,286).
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E2

worr + Wl ]+ T I -

c.-13-2A>G c.55+1G>A c.179+1G>T

IVS1-2G->A IVS2+1G->A IVS3+1G->T
c.55C>T c.127G>A
R19X A43T

Figure 12 Mutations perte de fonction APOC3 adapté de (281)
E : Exon représenté par des rectangles et région transcrites en blanc, références : se référer

au texte. Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_000040.1

1.2.2.3.2.1.2 Polymorphismes associés aux hypertriglycéridémies

Plusieurs polymorphismes d’APOC3 sont associés aux hypertriglycéridémies et sont

répertoriés dans le Tableau 5.

Les polymophismes c¢.-501C>T et c¢.-528T>C, sont variants fonctionnels
relativement fréquents (30 a 50%). Ils sont localisés dans la région promotrice d’APOC3 : -
482C>T et -455T>C et sont significativement associés une augmentation de la triglycéridémie
(Tableau 5). Ces variants sont localisés dans une région du promoteur contenant un ¢lément
de réponse a I’insuline. En présence des alléles mineurs, I’atténuation de la régulation par
I’insuline induirait une augmentation d’expression d’ApoC-III qui pourrait expliquer leur
association a la triglycéridémie (288). Des concentrations significativement plus basses ont,
en effet, ét¢ rapportées chez les porteurs des alleles mineurs comparés aux non porteurs
(289,290). Ces variants sont ainsi apparentés a un état d’insulino-résistance a 1’échelle
moléculaire (288). Ils pourraient appartenir a un haplotype puisque certaines études montrent

qu’ils sont en déséquilibre de liaison (291,292).

Ce polymorphisme, ¢.*40G>C (Sstl), localisé en région 3’UTR, est responsable de
la création du site d’enzyme de restriction de Sstl. De nombreuses études montrent une
association significative avec [’hypertriglycéridémie dans divers groupes ethniques
(Caucasiens, Asiatiques, Arabes, Africains) (Tableau 5). Les patients porteurs de 1’allele
mineur (S2) ont une concentration d’apoC-III plasmatique plus importante que les non
porteurs (293-297). Ainsi ce variant pourrait étre impliqué dans la régulation d’expression
d’APOC3. 1l est également significativement associé a I’hyperlipémie combinée familiale
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associant une hypertriglycéridémie et une augmentation du LDL-c (298). Enfin, 1’all¢le S2 est
associ¢ a une augmentation du risque cardiovasculaire (revu dans (299)). Son mécanisme

d’action n’est a ce jour pas €lucidé.

Enfin, le polymorphisme ¢.102T>C, est localis¢ dans 1’exon3 et correspond a une
mutation silencieuse d’APOC3. 11 est également associ¢ a une augmentation des TG
plasmatiques (Tableau 5). Les concentrations d’ApoC-III plasmatiques sont augmentées en

présence de ’allele mineur (290,300).

1.2.2.3.2.1.3 Haplotype et déséquilibre de liaison

Les polymorphismes du gene APOC3 et du promoteur ainsi que d’autres
polymorphismes du cluster apoAI-CIII-AIV ont été décrit en fort déséquilibre de liaison et
pourraient correspondre a des haplotypes favorisant les hypertriglycéridémies (298,301-303).
L’analyse de combinaison d’haplotypes du cluster réalisé par Groenejik et al. suggere un role
dominant du polymorphisme Sstl dans 1’association a I’hyperlipémie combinée familiale

(301).

Enzyme de Autre

HGVS* Numéro rs .. PESRET Localisation = Références
restriction dénomination
c.-528T>C rs2854117  Mspl -482 C>T Promoteur (289,291,303-309)
Mspl-C-I11
c.-501C>T 1s2854116 FokI -455T>C Promoteur (289,291,304,310—
313)
c.-14+121G>C rs618354 Pvul Intron (314)
c.102T>C rs4520 -1100C>T Exon3 (218,300,306,315—
G34G 317)
c.*40G>C rs5128 Sstl S2 3°’UTR (152,217,239,291,
Sacl 3238C>G 293,295,296,299,3
+3175 18,319,319-332)
c.*71G>T rs4225 Bbvl T3293G 3’UTR (317,333,334)
T3206G

Tableau 5. Polymorphismes d’APOC3 associés aux hypertriglycéridémies

*Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_000040.1
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1.2.2.3.3 Apolipoprotéine C-1l (ApoC-ll)

L’ ApoC-II est une protéine de 79 acides aminés et a un poids moléculaire de 8.8KDa
apres clivage du peptide signal de 26 acides aminés dans le RE (335). Elle est codée par géne
APOC2 situé sur le cluster APOCI-APOC2-APOC4 du chromosome 19q13.2. Elle est
synthétisée principalement dans le foie mais de maniére moins importante dans l’intestin
(336). La structure de la protéine est constituée de 3 hélices amphipathiques. La région N-
terminale contient le domaine de liaison lipidique. La région C-terminale est responsable de
I’activation de la LPL avec une importance particuliere des résidus 63, 66, 69 et 70 (337).
L’apoC-II est localisée a la surface des chylomicrons, VLDL et HDL-c dans la circulation
périphérique. L’action d’ApoC-II dépend de sa concentration : a faible concentration (env
4mg/dl) elle active la LPL alors qu’a forte concentration elle I’inhibe (261). En effet les souris
surexprimant APOC2 présentent une hypertriglycéridémie par accumulation de VLDL (338).
Cependant, la nature exacte de I’interaction entre la LPL et apoC-II et le processus expliquant

I’activation de I’activité lipolytique n’est pas encore completement élucidé (2).

1.2.2.3.3.1 Polymorphismes d’APOC2

L’importance d’ApoC-II comme activateur de la LPL chez I’homme est bien
démontrée par les cas de patients déficients en ApoC-II qui présentent un phénotype
d’hyperchylomicronémie de type 1 identique a celui d’un déficit en LPL (261) Une dizaine de
familles porteuses de telles mutations d’APOC2 a été décrite. Elles représentent la deuxiéme
atteinte monogénique la plus fréquente impliquée dans les hyperchylomicronémies apres les
deéficits en LPL (4). Deux autres mutations non-sens sont associées a des

hypertriglycéridémies séveres ou modérées sans inhibition compléte de 1’activité LPL.

1.2.2.3.3.1.1 Mutations déléteres d’APOC2

Ces mutations induisent un défaut de synthése ou de structure d’ ApoC-II et entrainent
a I’¢tat homozygote des hypertriglycéridémiess sévere par défaut d’activation de la LPL
(Tableau 6). Le phénotype lipidique alors observé est identique a celui des déficits
homozygotes en LPL toutefois légeérement moins séveére et se déclarant parfois plus
tardivement (2). Plusieurs types de mutations d’APOC2 ont été décrits : des mutations faux-
sens, responsables d’une troncature d’ApoC-II qui n’est soit pas sécrétée ou rapidement
dégradée dans la circulation. Deux mutations des sites d’épissage sont associées a une

diminution de la concentration plasmatique d’ApoC-II. Enfin des mutations non-sens
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induisant des substitutions d’acides aminés déterminant pour la fonctionnalité d’ApoC-II ou
pour I’initiation de sa synthése sont également responsables d’hyperchylomicronémie
familiale (Tableau 6). Les porteurs hétérozygotes de ces mutations ont des profils lipidiques
normaux (261). Cependant ils présentent des concentrations de TG plus élevées que les sujets

sauvages et ont aussi des lipoprotéines plus riches en TG (151).

1.2.2.3.3.1.2 Mutations associées aux hypertriglycéridémies

La mutation ¢.178G>A (Apoc-II-SF) est associée a une dyslipidémie mixte :
¢lévation du cholestérol total et hypertriglycéridémie modérée (Tableau 6). Les études
fonctionnelles du variant ne montrent pas de modification de la capacité a activer la LPL.
Cette mutation pourrait modifier un autre site fonctionnel d’ApoC-II tel que le domaine de

liaison aux lipides (339).

Une autre mutation, c.122A>C (Lys19Thr), est significativement associée aux HTG
séveres et modérées. Les porteurs de la mutation ont des concentrations plasmatiques
d’ ApoC-II normales. La fonctionnalité de cette mutation n’est pas connue mais les prédictions
sont en faveur d’une dysfonction probable. La mutation pourrait modifier la structure en
hélice amphipatique permettant la liaison aux lipides (151). Néanmoins son effet pourrait
dépendre de son association a d’autres facteurs environnementaux ou génétiques telles que

des mutations du géne APOE (340-342).

Enfin, aucun polymorphisme d’APOC2 n’est associ¢ a la triglycéridémie dans les

études GWAS.
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HGYS* . Au.t e Localisation Phénotype Fonction Réf
(numéro rs) dénomination
c.-86A >G Promoteur Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-II (343)
familiale
Large délétion Nijmegen Exonl Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-I1 (344)
CIV-CIlI familiale
c.1A>G p-MetlVal Exon2 Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-II (345)
(rs120074112) ApoC-II Paris1 familiale
c.10C>T R-19X Exon 2 Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-11 (346,347)
Argl9 Ter familiale
ApoC-II-Paris2
c.55+1G>C 1VS2, G-C, +1 Intron2 Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-II (348-350)
ApoC-II Hamburg familiale
Hphl
IVS2-30G-A Intron2 Hyperchylomicronémie Site d’épissage (151)
familiale Déficit ApoC-II
c.70delC GIn2Ter Exon3 Hyperchylomicronémie Décifit ApoC-II (351)
familiale
c.118del Val40Ter Exon3 Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-II (160,348)
ApoC-II familiale
Nijmegen
c.122A>C C2K19T Exon 3 Hyperlipidémie Hélice alpha (6,151,341,
(rs120074114) Lys19thr amphipathique 342,352)
ApoC-II-v Liaison aux
lipides?
c.142T>C ApoC-II Exon3 Hyperchylomicronémie (353)
(rs120074115) Wakayama familiale
Trp26Arg
c.177C>A ApoC-II Padova Exon3 Hyperchylomicronémie (354)
(rs12007411) familiale
c.177C>G APOC-II Bari Exon 3 Hyperchylomicronémie (355)
(rs12007411) familiale
c.178G>A ApoC-II SF Exon3 Hyperlipidémie Altération de la (339)
(rs5122) liaison lipidique ?
c.255C>A Tyr63Ter Exon4 Hyperchylomicronémie (356)
(rs120074116) familiale
¢.270delT apo C-1I Toronto ~ Exon 4 Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-II (357-359)
familiale
¢.274insC ApoC-II St Exon 4 Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-II (360)
Michael familiale
GIn70Pro
c.28ITNC p.L72P Exon 4 Hyperchylomicronémie Déficit ApoC-II (361)
familiale
c.255C>A Tyr63Ter Exon4 Hyperchylomicronémie (356)
(rs120074116) familiale

Tableau 6. Mutation du gene APOC2 associé aux hypertriglycéridémies

*Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_000483.4
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1.2.2.3.4 Apolipoprotéine C-1 (ApoC-l)

L’ApoC-I est une protéine de 83 acides aminés codée par gene APOC] situ¢ sur le
chromosome 19q13.2 (locus APOCI-APOC2-APOCH4). Elle est constituée d’un peptide signal
de 26 acides aminés qui est clivé dans le RE. La protéine ApoC-I mature contient donc 57
acides aminés et a un poids moléculaire de 6.6 kDa (261). Il s’agit d’une protéine riche en
Lysine qui contient des domaines de liaison aux lipoprotéines (362). Elle est principalement
exprimée dans le foie mais également dans le poumon, la peau, la rate, tissu adipeux et
cerveau (363). L’ ApoC-I a une concentration relativement importante chez I’homme (environ

6 a 10 mg/dl) (364,365) et est principalement li¢ aux VLDL, chylomicrons et HDL (366).

L’inhibition de la LPL par ApoC-I in vitro a été démontrée des les années 1970 (367).
Les mod¢les de souris transgéniques surexprimant le géne APOCI humain présentent une
¢lévation importante des TG et une augmentation modérée du cholestérol total. Cet effet a été
initialement attribué a un défaut de recapture hépatique médié par ApoE sans modification de
la production hépatique ou de la lipolyse des VLDL (261). D’autres études ont ensuite
démontré I’inhibition de la LPL par ApoC-I in vitro et vivo, de manié¢re dose-dépendante,
contribuant ainsi a hyperlipidémie observée chez les souris APOC] transgéniques (368,369).
Enfin, I’étude de Larsson e al a montré que I’ ApoC-I et I’ ApoC-III inhibent 1’activité¢ LPL en
la déplagant des particules lipidiques rendant la LPL ainsi plus vulnérable a 1’action

&’ ANGPTLA (275).

1.2.2.3.4.1 Polymorphismes d’APOC1

Aucun variant fonctionnel du géne APOCI n’a été identifié dans les facteurs de

modulation de la triglycéridémie a ce jour (3).

Un variant localisé¢ dans le promoteur d’APOCI, c.-371 -370insCGTT (rs11568822),
a été décrit comme associé a 1’hypertriglycéridémie. Ce polymorphisme introduit un site de
restriction pour 1’enzyme Hpal (370). Il est associé a une augmentation d’expression
d’APOC1 (371). Les porteurs de 1’allele mineur présentent des concentrations de TG
significativement plus importantes que les non porteurs (372,373). Ce polymorphisme est en
fort déséquilibre de liaison avec les polymorphismes du géene APOE. Son association avec
I’hypertriglycéridémie et I’augmentation des concentrations d’ ApoC-I seraient finalement li¢e

aux polymorphismes d’APOE (365).
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Enfin aucun polymorphisme d’APOCI n’est associé¢ a la triglycéridémie dans les

études GWAS.

1.2.2.3.5 La famille des protéines angiopoiétine like (ANGPTL)

Les ANGPTL sont des protéines angiopoiétine like. Elles sont caractérisées par une
structure commune : une séquence N-terminale ou séquence signal, une séquence spécifique,
un domaine superhélice (coiled coil) et un domaine large fibrinogéne/angiopoietin-like
domaine. Ces protéines subissent, apres leur sécrétion, un clivage sérique médié par des
proprotéines convertases dont PCSK3. Ces derniéres reconnaissent une séquence protéique

RRKR. Le role des protéines ANGPTL3 et 4 a été revu par Lichtenstein (374).

1.2.2.3.5.1 Angiopoietin proteine-like 4 (ANGPTL4)

ANGPTL4 est une protéine constituée 406 acides aminés, codée par le gene
ANGPTIA, localisé sur le chromosome 19p13.3. Cette protéine est synthétisée dans les
hépatocytes, les adipocytes, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales intestinales, les
myocytes, et les macrophages (3). ANGPTL4 subit, avant sa sécrétion, une oligomérisation
médiée par des liaisons disulfides sur des résidus Cystéine (Cys’® et Cys®) et par de résidus
hydrophobes. Une fois sécrétée, elle est clivée en 2 parties au niveau du site 161 RRKR 64 : une
portion N-terminale (nANGPTLA4) et une portion C-terminale (cCANPTL4) (374). A la surface
de I’endothélium, ANGPTLA4 interagit avec les HSPG et cette interaction est interrompue

apres administration d’héparine (375).

ANGPTLA4 inhibe I’activité LPL in vitro. La surexpression d’ANGPTL4 induit une
hypertriglycéridémie alors qu’une diminution des TG est observée chez les souris ko pour
ANGPTL4 (68,376,377). Les souris Angptl4-/- présentent également une augmentation du
poids corporel et une augmentation de 1’accumulation de triglycérides dans 1’intestin (378).
Le mécanisme d’action d’ANGPTL4 n’est pas encore complétement compris et deux
mécanismes sont proposés. Une dissociation du dimére actif de LPL en un monomeére inactif
médiée par la partie N-terminale d’ANGPTLA4 (67,68) et une inhibition non compétitive de la
LPL (379). L’inactivation de la LPL est moins importante en présence de lipoprotéines ou de
GPIHBP1 (173,380) et inversement la liaison d’ANGPTL4 au complexe LPL-GPIHBPI
diminue ’affinité de la LPL pour GPIHBP1 (381).
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ANGPTLA4 est régulé par les PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors).
Plusieurs études suggerent un role clé dans la régulation de I’activité LPL en période de jeline
ou d’exercice en limitant 1’utilisation des acides gras a partir de TG plasmatiques

(376,382,383).

1.2.2.3.5.1.1 Polymorphismes d’ANGPTL4

La majorit¢ des mutations d’ANGPTL4 identifiées induit une diminution de la

triglycéridémie par défaut d’inhibition de I’activité LPL.

1.2.2.3.5.1.1.1 Mutation délétere c.118G>A (E40K)

La mutation NM_139314.2:¢.118G>A (rs116843064, E40K) induit d’une transition
d’une glutamine en Lysine sur le résidu 40. Elle est significativement associée a une
diminution de la triglycéridémie. Les porteurs de 1’alléle mineur présentent une augmentation
du HDL-c et une diminution des triglycérides (384-386). La mutation déstabilise la protéine
apres sa sécrétion en empéchant 1’oligomérisation d’ANGPTL4 qui est alors incapable
d’inhiber I’activit¢ LPL (387). De maniére surprenante, ce variant conférant un profil

lipidique athéro-protecteur est associé a une augmentation du risque cardiovasculaire (385).

Le polymorphisme T266M (NM 139314.2:c.797C>T, rs1044250) est également
significativement associé¢ a une diminution des TG plasmatiques mais son effet serait li¢ a son

déséquilibre de liaison avec E40K (385).

1.2.2.3.5.1.1.2 Mutations rares

Des mutations rares, faux-sens ou non-sens sont associées a une diminution de la
triglycéridémie. Elles sont responsables pour la plupart d’une perte de fonction d’ANGPTL4
par défaut de sécrétion complet ou partiel (388). Deux mutations du domaine fibrinogene-like
P251T (NM_139314.2:¢c.751C>A, rs376328756) et (R371Q NM_139314.2:c.1112G>A,
rs779488814) sont associ¢es a une augmentation des TG mais leurs fonctionnalités ne sont

pas connues (388) (Figure 13).
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Figure 13. Mutations du géne ANGPTL4 associées a la triglycéridémie d’aprés (384)

Représentation schématique du gene ANGPTILA, SS : séquence signal, CC : domaine coiled coil

1.2.2.3.5.1.1.3Polymorphismes associés a la triglycéridémie

Aucun polymorphisme d’ANGPTL4 n’est associ¢ a la triglycéridémie dans les études
GWAS. En revanche, les polymorphismes NM 139314.2:c.548-907C>A (rs7255436) et
NM 004218.3:¢.*¥1296C>T 152967605 sont significativement associés a une diminution du
HDL-c (146,153,389).

1.2.2.3.5.2 Angiopoietin proteine-like 3 (ANGPTL3)

ANGPTL3 est une protéine de 460 acides aminés, codée par le geéne ANGPTL3 situé
sur le chromosome 1p31.1-p22.3 et situ¢ dans I’intron du géne DOCK7. Comme ANGPTLA4,
elle subit, avant sa sécrétion, une oligomérisation par des liaisons disulfides. Elle est ensuite
clivée, aprés sa sécrétion au niveau du site 221RAPR24 Elle est exprimée presque

exclusivement dans le foie (374). Elle pourrait étre activée par ANGPTLS (390,391).

Les souris ko Angptl3--, comme les souris Angptl4--, présentent une augmentation de
I’activité LPL post-héparinique et une diminution des triglycérides plasmatiques (376).
Cependant ANGPTL3 inhibe I’activit¢ LPL selon un mécanisme différent ’ANGPTL4 (392).
Clivée ou non, ANGPTL3 facilite I’inactivation protéolytique de la LPL par des proprotéines
convertases. Elle favorise ainsi le clivage de la LPL de la surface cellulaire et inhibe les

fonctions catalytiques et non catalytiques de la LPL (393).
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1.2.2.3.5.2.1 Polymorphismes d’ANGPTL3

Chez I’Homme, des polymorphismes d’ANGPTL3 sont associés a la triglycéridémie.

On distingue des mutations déléteres entrainant une perte de fonction d’ANGPTL3 qui

induisent un phénotype d’hypolipidémie combinée familiale. D’autres mutations rares sont

associées a la triglycéridémie. Enfin, des SNPs localisés en région non codantes sont

¢galement associés a la triglycéridémie.

1.2.2.3.5.2.1.1 Mutations perte de fonction

Des mutations faux-sens, responsable d’un défaut d’ANGPTL3, ont été identifiées

chez des patients présentant une hypolipidémie combinée familiale correspondant a des

concentrations basses de TG, HDL-c et de LDL-c (Tableau 7). Les porteurs homozygotes

présentent un défaut d’ANGPTL3 plasmatique et une activité et une masse LPL plus élevée

que celle observée chez des témoins (391,394,395). 1l s’agit de mutation récessive, les

porteurs hétérozygotes ne présentent pas de modification du phénotype lipidiques comparés

aux sujets sauvages (396,397).

Autres

HGVS* Numéro rs . L Localisation Références
dénomination
¢.385G>T rs2007785483 E129X Exon 1 (398)
¢.50 51delCCinsGA 1s267606625 E17X Exon 1 (394,398)
c.55delA rs398122986 p.J19LfsX22 Exonl (388,397)
Exonl-domaine
¢.363 367delCTCAA  rs398122988 p-N121Lx2 } : (399)
- coiled-coil

c.439 442delAACT rs398122987 p-N147X Exonl (396,397)
c.1198+1G>T rs398122985 p.-G400V{sX5  Intron6-site d’épissage (388,397)
¢.883T>C rs398122989 F295L Exon5 (396)

Tableau 7. Mutation d’ANGPTL3 engendrant une hypolipémie combinée familiale.

* Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_001272001 .1
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1.2.2.3.5.2.1.2 Mutations rares

Des mutations non-synonymes rares d’ANGPTL3, associées a des phénotypes
lipidiques extrémes : TG < 25°™ percentile ou TG > 75°™ percentile ont également été
identifiés (Figure 14) (388). Les variants associ€s a une triglycéridémie basse sont associés a
un défaut de sécrétion d’ANGPTL3 ou bien altérent la capacité d’inhibition de la LPL in
vitro. La fonctionnalité¢ des variants associés a une hypertriglycéridémie sévére n’a pas été

étudiée (388).

1TG
ANGPTL3

D41N F72L E98KE375K R428M
CC Domaine fibrinogene-like l
K63T E91GFsS122 L164F |\]173$| [s202p  E37sK Yai7C7

AR228 FsK445
FsQ192

TG M259T

Figure 14 Mutations rares d’ANGPTL3 associées a la triglycéridémie d’apres (388).

SS : séquence signal, CC : domaine coiled coil

1.2.2.3.5.2.1.3SNPs associés a la triglycéridémies

Les études GWAS ont identifié plusieurs polymorphismes localisés a proximité du
gene ANGPTLS3 significativement associés a la triglycéridémie (Tableau 8). La fonctionnalité

de ces polymorphismes n’est a ce jour pas ¢lucidée.
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SNP

nomenclature Numérors Localisation AM/Am FAm foe;e(;e Am Réf
HGVS co
¢.389+1200T>G rs10889353  Intron C/A 0.14 JTG (-0.126) (400)
A/C 0.33 TG (-0.02) (153)
c.1801-668G>A rs1748195 Intron C/G 0.30 1TG (7.12) (1406)
0.22 TG (-5.8) (401)
L TG (- (141)
0.030)
¢.2200-1051C>A 152131925 Intron T/G 0.32 TG (-4.94) (389)
TG (402)
TG (146)
¢.4644+899C>T rs1168029 Intron A/G 0.30 1TG 0.13 (403)
NC_000001.11: rs12130333  Intergénique C/T 0.22 TG (-0.11)  (119)
I TG (236)

Tableau 8. SNPs associés d’ANGPTLS3 associés a la triglycéridémie

*Nomenclature internationale HGVS séquence de référence : NM_001272001.1, AM : Allele
majeur, Am : allele mineur, Fam : fréquence de [’allele mineur, score : score de corrélation

statistique de [’effet de [’alléle mineur, considéré comme significatif pour p<0.05

1.2.2.3.5.3 Angiopoietin proteine-like 8 (ANGPTLS)

ANGPTLS, également dénommé lipasine, RIFL (Re-feeding Induces in Fat and
Liver), betatrophin, a été simultanément identifiée par plusieurs équipes comme impliquée
dans la régulation du métabolisme lipidiques (390,405—407). ANGPTLS est une protéine de
198 acides aminés présentant une structure similaire 8 ANGTL3 et 4 mais dont le domaine C-
terminal (angiopoietin-like domaine) est manquant (405,406). Elle est codée par le geéne

C190rf80 (chromosome 19 open reading frame 80) situé¢ dans I’intron du géne DOCKS6.

Chez ’homme, ANGPTLS est exprimée majoritairement dans le foie et en moindre
importance dans le tissu adipeux, cerveau, rectum et cceur. Chez la souris, elle est exprimée
dans le foie, le tissu adipeux brun et blanc et également en moindre importance dans le rein et
I’intestin (390,405,406). L expression d’ANGPTLS est induite par la prise alimentaire (390).
Les souris ko pour ANGPTLS8 AngptlS--, ont des concentrations de TG plus basses et une
augmentation de [D’activit¢ LPL (408,409). Inversement la surexpression d’ANGPTLS
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augmente la concentration de TG plasmatiques et induit une diminution de D’activité
LPL(405,409). ANGPTLS pourrait induire une inhibition de 1’activit¢ LPL soit directement
ou par activation d’ANGPTL3. En effet ANGPTLS favorise le clivage d’ANGPTL3 et la
surexpression d’ANGPTLS chez des souris Angptl3-- n’induit pas d’hypertriglycéridémie
(390).

1.2.2.3.5.3.1 Polymorphismes d’ANGPTL8

Un polymorphisme, NM_020812.3:¢.2136A>G (rs737337) d’ANGPLTS8 est associé¢ a
une diminution du HDL-c dans les GWAS. Un autre polymorphisme
NM 018687.6:c.175C>T (rs2278426, RS9W, ¢.194C>T) responsable d’une transition d’un
résidu Tryptophane en Arginine en position 59 est significativement associé¢ a une diminution

du LDLc et HDLc mais sans modification des TG plasmatiques (389,390).

1.2.3 Synthese de la LPL et exposition dans la lumiere des capillaires

La LPL est synthétisée dans les cellules parenchymateuses, elle est ensuite exportée
vers la lumiére des capillaires qui correspond a son site d’action. La sécrétion de la LPL
dépend de LMFI1, une protéine transmembranaire localisée dans le RE détaillée
précedemment (cf 1.2.2.1) (36). En cas de mauvais repliement de la LPL, elle peut étre
dégradée par le protéasome dans le RE. La LPL est transportée depuis son site de synthese
jusqu’a son site d’action, la lumiere des capillaires, par la protéine GPIHBP1 détaillée
précedemment (cf 1.2.2.2). Cette protéine liée a la LPL serait capable de circuler de maniere
bidirectionnelle a travers les cellules endothéliales (164,410). La liaison de la LPL aux HSPG
joue également un role dans la sécrétion de la LPL. Celle-ci permet la diminution de la
dégradation intracellulaire de la LPL ainsi que la diminution de son internalisation et
dégradation (411,412). Les HSPG sont localisés dans des «rafts » a la surface des cellules
endothéliales au niveau des capillaires des tissus sécrétant la LPL. Ils constituent ainsi des
stations d’ancrage pour la LPL (157) et constitue également une plateforme favorisant
I’interaction de la LPL avec les LRTG facilitant leur liaison du fait de leurs charges négatives

(413-415).
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1.2.4 Margination des LRTG

Pour que la lipolyse soit possible, les lipoprotéines doivent étre localisées a proximité
de la LPL c’est-a-dire sur la face luminale des capillaires et doivent s’y «arréter ». Ce
phénoméne est dénommé la margination des LRTG. Le complexe LPL-GPIHBP1 pourrait
étre nécessaire a la margination (48). Bien que ce processus puisse étre bloquée par

I’héparine, la liaison de la LPL aux HSPG ne semble pas étre impliquée (48).

1.2.5 Hydrolyse des LRTG

Les LRTG liés a la LPL subissent I’hydrolyse de leurs TG, libérant des acides gras
libres et entrainent leur relargage sous forme de remnants. En période post prandiale, les
chylomicrons entrent en compétition avec les VLDL pour le métabolisme des triglycérides
par la LPL, et constituent un substrat préférentiel pour la LPL (416,417). En effet, la LPL a
une affinité 50 fois plus importante pour les chylomicrons que pour les VLDL (418). La
lipolyse des VLDL post-prandiaux génere deux fois plus d’acides gras non estérifiés que la

lipolyse des VLDL produits a jeun (419).

1.2.6 Défaut de lipolyse intravasculaire et hyperchylomicronémies

Un défaut de lipolyse intravasculaire est reponsable d’une diminution ou abolition de
clairance des LRTG et engendre des hyperchylomicronémies. Elle se définie par la
persistence de chylomicrons plasmatiques a jeun, qui correpond habituellement a une
hypertriglycéridémie supérieure a 10mmol/L (certaine équipe utilisant un seuil a 15 mmol/l)
(4). Les hyperchylomicronémies correspondent aux hyperlipoprotéinémies de type V le plus
souvent (chylomicrons et VLDL) et plus rarement aux hyperlipoprotéinémies de type I

(chylomicrons uniquement).

Les symptomes de 1’hyperchylomicronémie apparaissent habituellement des la période
néonatale (allaitement) ou tot dans I’enfance en cas d’atteinte monogénique : il s’agit de
douleurs abdominales et de pancréatites. Cependant, certains patients présentent peu de
symptomes jusqu’a I’age adulte, sutout dans les formes polygéniques. Le diagnostic peut alors

étre pos¢ fortuitement a 1’occasion d’un bilan lipidique systématique, ou lors de la survenue
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d’une complication aigué la plus fréquente et la grave étant la pancréatite aigu€. D’autres
symptomes sont retrouvés lors des hyperchylomicronémies : des xanthomes éruptifs sont rares
(<1% des cas), une lipémie rétinienne sans altération de la vision, une hépatosplénomégalie
ou une hépatomégalie quasi constante. Le risque cardiovasculaire pourrait étre augmenté chez

ces patients (420).

Les formes monogéniques correspondent aux hyperlipoprotéinémie de type I, il s’agit
de pathologies rares avec une prévalence entre 1/10° a 1/10° dont I’étiologie la plus fréquente
est le déficit familial en LPL (revue dans (421). Les formes polygéniques correspondent
habituellement aux hyperlipoprotéinémies de type V. Leur prévalence est estimée a 1/600 et
elles correspondent a [’association de facteurs génétiques prédisposant souvent a 1’état
hétézygotes. La mesure de 1’activité LPL post-héparinique permet de préciser le diagnostic, le
dosage de la protéine LPL (LPL masse) par ELISA est également utilisé ainsi que la

recherche de mutations qui est largement employée.
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1.3 REGULATION EPIGENETIQUE

Le terme épigénétique a été introduit pour la premicre fois en 1942 par Conrad
Waddington pour décrire « la branche de la biologie qui étudie les relations de cause a effet
entre les génes et leurs produits, qui font apparaitre le phénotype » (422). L’épigénétique se
définit aujourd’hui par 1I’étude des modifications de I’expression des génes n’impliquant pas
d’altération de la séquence de I’ADN. Ces modifications peuvent étre héritables, réversibles
et soumises a des facteurs environnementaux (423,424). Les mécanismes de régulation
épigénétique peuvent étre séparés en trois types différents : la méthylation de I’ADN, la
modification des histones et I’interaction avec les ARN non-codants (Figure 15). Nous
aborderons brievement les mécanismes sous-tendant la méthylation de I’ADN et la
modification des histones. Nous développerons ensuite en détails la régulation épigénétique

par les microARNSs qui fait I’objet de nos travaux.

Chromosome

Modification

. nucléosome
des histones

&

4

Interaction
des ARNs

Méthylation
de 'ADN

Figure 15 Régulation épigénétique adaptée de (425)
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1.3.1 La méthylation de '’ADN

La méthylation de I’ADN correspond a la modification covalente par méthylation
d’une Cytosine positionnée en 5’ d’une base Guanine formant un di-nucléotide CpG. Cette
méthylation est catalysée par plusieurs DNA méthyltransférases (DNMT). C’est un
mécanisme clé de la régulation de I’expression des genes transcriptionnelle. La méthylation
de la cytosine en 5-méthylcytosine empéche la transcription du géne en modulant la liaison
des facteurs de transcription (426,427) ou bien en favorisant le recrutement et la liaison de
complexes inhibiteurs de la transcription (428). La méthylation de I’ADN est ainsi impliquée
dans de nombreux processus biologiques tels que la différentiation cellulaire, 1’expression
tissu-spécifique des genes, 1’inactivation du chromosome X, I’empreinte génomique (429).
Des méthylations aberrantes de I’ADN peuvent également étre impliquées dans le

développement de pathologies, notamment cancéreuses (430).

1.3.2 Modification des histones (chromatine)

La modification des histones ou chromatine correspond a des modifications post-
transcriptionnelles covalentes des protéines d’histone. L unité fondamentale de la chromatine
correspond au nucléosome qui est constitu¢ de 147 paires de base d’ADN génomique
enroulées autour d’un octameére de 4 noyaux histones (H3, H4, H2A, H2B). La structure des
histones est globalement globulaire mais leur « queue » N-terminale est peu structurée. Les
histones peuvent subir une grande variété de modifications covalentes telles que des
acétylations, méthylations, phosphorylations ou ubiquitinination qui ont lieu principalement
au niveau de la « queue » N-terminale (431). Ces modifications sont, en principe, préservées
lors des divisions cellulaires et donc sont considérées comme des mécanismes épigénétiques
héritables.

L’impact des modifications des histones peut étre la rupture de contact entre les
nucléosomes pour « déméler » la chromatine la rendant ainsi «accessible » pour la
transcription. Elle peut également conduire au recrutement d’autres protéines pour 1’exécution
des fonctions de I’ADN telles que la transcription d’un géne, la réparation de 1I’ADN,
réplication de ’ADN ou la condensation chromosomique (431,432).
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Enfin, des modifications aberrantes des histones et la dérégulation des genes induites par ses
modifications sont impliquées dans le développement de néoplasie et d’autres pathologies

(433) auto-immunes (434) maladie neuro-dégénérative (435), psychiatrique.

1.3.3 Interaction avec les ARN non codants

Diverses classes d’ARN non codant, des petits ARN au longs ARN, ont été¢ mises en
évidence et semblent étre des régulateurs clé de I’expression des genes, de la stabilité de
génome ou de défense contre des éléments étrangers (436).

Les petits ARN non codants peuvent modifier la chromatine et inhiber la transcription
par le recrutement de complexes li€s a 1’ Argonaute et contribuer au recrutement des histones
et des méthyltransférases revu dans (436). Plus récemment, de longs ARN non codants
associés a la chromatine ont ét¢é mis en évidence. Ils peuvent recruter des complexes
impliqués dans la modification de la chromatine indépendamment de petits ARN non codants
(437). Certains longs ARN non codant sont considérés comme des échafaudages
indispensables a la coordination de I’ensemble du complexe modificateur des histones (438).

Les microARN, sont impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle des genes (7)
et de petits ARN non codants ainsi que les longs ARN non codants ont récemment émergé et

sont impliqués dans la régulation de la structure de la chromatine (439,440).
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1.3.3.1 Les MicroARNs

La découverte des microARNs (miR) par Lee et al. en 1993, a apporté de nouvelles
perspectives dans la compréhension des mécanismes de régulation épigénétique de
I’expression du génome humain (441). Les miRs sont de petites séquences d’ARN d’environ
22 nucléotides non codants se liant aux séquences non traduites en 3’ (3’UTR) des ARN
messager (ARNm). Ils sont ainsi capables d’en réguler 1’expression de maniére post-

transcriptionnelle par clivage de I’ARN ou par répression de leur traduction (7).

1.3.3.1.1 Classification et nomenclature des microARNs.

On dénombre actuellement environ 2500 miRs chez I’homme qui sont répertoriés dans

la base données miR-base (http://www.mirbase.org/) (442). La fonctionnalité de la plupart de

ces miR, identifiés par des techniques de screening d’ARN utilisant des puces par RT-PCR,
n’est pas connue (443,444). Parmi eux, 196 familles de miR sont conservées chez les

mammiferes suggérant un role fonctionnel important de ces miRs (443,445).

Face au nombre grandissant de miRs identifiés, un systéme de nomenclature
internationale a ét¢ mis en place en 2003 (446). Le nom de microARN commence par
I’espece dans laquelle il a été identifié. Elle est abrégée par la premiere lettre du nom du genre
suivi des deux premicres lettres du nom d’espece (par exemple hsa pour Homo sapiens, mmu
pour Mus musculus etc.). Le suffixe miR pour microARN est suivi d’un numéro
d’identification unique. Certain miR peuvent avoir une séquence identique ou tres similaire
mais sont codés par des loci localisés sur des chromosomes différents. Il est alors adjoint un
suffixe supplémentaire soit par une lettre (pour les séquences similaires) ou un chiffre (pour
les séquences identiques). Ainsi hsa-miR-29a et hsa-miR-29b sont codés par deux loci
différents dont les séquences ne différent que par deux nucléotides. Enfin chaque précurseur
de miR est a I’origine de deux miRs matures simples brins présentant des séquences similaires
mais non identiques. Le miR originaire de I’extrémité 3’ est nommé -3p et celui issu de
I’extrémité 5°, -5p. Par exemple, hsa-miR-29b-1-5p correspond au bras 5’ du mir mature 29b
codé par un locus du chromosome 7 ayant une séquence identique a hsa-miR-29b-2-5p codé

par un locus du chromosome 1 (Figure 16).
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Par exception, les premiers miRs identifiés sont dénommés en fonction de leur

phénotype (par exemple lin-4, let-7 ou lys-6).

miR-5p
uuu c ucaa
5' augacugauuuc ugguguu agag u L
HITT— il a | Pre-miR-29a
3' uauuggcuaaag accacga ugcuu u
ucu - uuaa
miR-3p
5 3 . : %
F ) . |- hsa-miR-29a-5p (hsa-miR-29a*)

5 24
42 - uagcaccaucugaaaucgguua - 63

hsa-miR-29a-3p

Figure 16 Séquence du pré-miR-29a et séquence des miRs matures issus de ce pré-miR.

1.3.3.1.2 Les génes des microARN

Les geénes codant les miRs sont répartis sur I’ensemble du génome. La majorité des
miRs sont codés par des introns de géne codant pour des protéines ou dans des régions
« intergéniques » au sein d’unité de transcription non-codante pour des protéines. Les
séquences des miRs sont souvent organisées en cluster de plusieurs miRs qui partagent les
mémes mécanismes de régulation de la transcription. Plus rarement, les miRs peuvent étre

codés par des exons dans environ 10% des cas (447).

1.3.3.1.3 Biogénése des miRNA
1.3.3.1.3.1 Latranscription du microARN primaire

La transcription des miRs est dépendante de deux ARN polymérases : ARN Pol II et
ARN Pol III. L’ARN Pol II est impliquée dans la transcription des ARN messagers et
d’ARNSs non codants. Les génes des miRs localisés dans les introns de genes codant pour des
protéines ainsi que les miRs intergéniques sont transcrits par I’ARN Pol II (448,449). L’ARN
Pol IIT est généralement impliquée dans la transcription de I’ARN de transfert ou ribosomal.

Certains miR localisés dans des régions riches en ALU ainsi que des miRs viraux sont
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transcrits par ARN Pol III (450,451).

La transcription génére un miR primaire (pri-miR) d’environ 1000 nucléotides qui se
replie sous forme de boucle en épingle a cheveux (hairpin) correspondant a une structure
double-brin présentant des séquences partiellement complémentaires induisant des
mésappariements formant des boucles au sein de la structure double brin (Figure 14). Les
genes de miRs organisés en cluster sont transcrits en un ARN polycistronique, le pri-miR est

alors structuré en plusieurs structures en épingle a cheveux (Figure 17).

1.3.3.1.3.2 Maturation nucléaire en pré-microARN

Dans le noyau, le pri-miR est clivé en un précurseur de miR (pré-miR). Cette étape de
la maturation fait intervenir un complexe multi-protéique le microprocessor (452,453). Il
s’agit d’un complexe d’environ 650 kDa dont le cceur est constitué par I’enzyme Drosha (454)
protéine DGCRS (455) (Digeorge syndrom Critical Region gene 8) encore nommée Pasha
chez C. Elegans et Drosophila melanogaster (452) (Figure 17).

Tous deux posseédent des domaines de liaison aux ARN double brins, dSRBD (double-
strand RNA-Binding Domain) qui favorisent la liaison du complexe microprocessor au pri-
miR. L’enzyme Drosha appartient a la famille des ARN polymérase III. Elle est responsable
du clivage du pri-miR approximativement a 11 paires de bases de la jonction « basale » située
entre ’ARN simple brin et I’ARN double brin, et environ a 22 paires de bases de la jonction
« apicale » entre I’ARN double brin et la boucle terminale (456,457). 1l en résulte un pré-miR
d’environ 70 nucléotides possédant également une structure en €pingle a cheveux. Seuls les
deux nucléotides de I’extrémité en 3° sont libres pour permettre la liaison de I’exportine-5.
Cette protéine permet le transport du pré-mir du noyau vers le cytoplasme selon un mode de

transport identique a celui des ARN de transfert (458,459).

1.3.3.1.3.3 Maturation cytoplasmique

Dans le cytoplasme, le pré-miR est clivé par I’enzyme Dicer au niveau de la boucle
terminale pour former un duplex miR/miR* transitoire d’environ 20 paires de bases. Il est
constitué de mésappariement de nucléotides et contient deux nucléotides libres a 1’extrémité
3’ préférentiellement reconnu par I’enzyme Dicer (460). Du fait de la structure caractéristique
en tige-boucle li¢ aux mésappariements des bases, lors du clivage du pré-miR, deux miR

matures simples brins présentant des séquences similaires mais non identiques sont libérés.
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Ainsi chaque pré-miR est donc a I’origine de deux miARN matures -5p et -3p mais 1’un des
bras est habituellement prépondérant et biologiquement plus actif que le second correspondant

au miR* qui est rapidement dégradé (461).

Cette enzyme est une RNA polymérase III, elle contient un domaine de liaison a
I’ARN dsRBD et un domaine PAZ (PIWI-AGO-ZWILLE) permettant la liaison a 1’extrémité
terminale de I’ARN double brin (462,463). Dicer interagit avec d’autres protéines possédant
des domaines dsRBS: TRBP (HIVI TAR RNA Binding protein) et PACT
(PRKRA)(464,465).

Enfin, le miR mature est intégré & un complexe protidique RISC (RNA-Induced
Silencing Complex) assemblé a partir de la protéine Argonaute AGO2, elle-méme recrutée
par TRBP complexée a I’enzyme Dicer (466). Le complexe ribonucléoprotidique RISC est
alors assemblé autour du miR-mature et le brin complémentaire est généralement dégradé
(467). Ainsi le miR mature est associ¢ au RISC formant le complexe miRISC (miRNA-
mediated-Silencing-Complex) capable de se lier a son I’ARNm cible par une petite séquence

complémentaire selon la complémentarité des bases de Watson—Crick (8) (Figure 17).
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1.3.3.1.4 Régulation de I’expression des microARNs

L’expression des miRs est fortement régulée de manicre tissu-spécifique mais
¢galement au cours du temps. Le développement d’outils de plus en plus précis pour la
quantification de I’expression des miR ont permis d’en étudier les profils d’expression. II est
intéressant de noter que la maturation des miRs est également régulée puisque de
I’expression des précurseurs de miR ne correspond pas strictement a 1’expression des miRs
matures (469). Tous les mécanismes de régulation des miRs ne sont pas a ce jour élucidés

mais il existe plusieurs voies de régulations.

1.3.3.1.4.1 Régulation transcriptionnelle

Les miRs localisés au sein d’intron de geénes codant pour des protéines présentent
généralement le méme profil d’expression de leurs génes hote suggérant un promoteur
commun (447,470). Néanmoins, selon 1’étude du positionnement des nucléosomes sur les
séquences de miR, environ un tiers des miRs introniques possédent des régions promotrices
indépendantes de leur géne hote (471). Les autres miRs, localisés dans des régions
intergéniques ou bien codé¢ en sens inverse de leurs geénes hotes, sont probablement transcrits

a partir de leur propre promoteur (449,472).

Des ¢léments de régulation de la transcription tels que des séquences contenant des
boites TATA ont été mises en évidence a proximité des genes de miR. Plusieurs séquences
consensus de liaison de facteur de transcription tels que NFK-B, c-Myc, CREB ou MyoD ont
¢galement été identifiées a proximité des génes de miR (473—477) et la régulation par les
facteurs de transcription p53, MYC, ZEB1 et ZEB2 et MYOD a ¢été démontrée (478,479)
Enfin, il est possible que d’autres ¢éléments de régulation spécifiques des promoteurs de miR

existent.

1.3.3.1.4.2 Régulation épigénétique

La plupart des mécanismes de régulation €pigénétique connus pour les génes codant
pour des protéines tels que la méthylation de I’ADN et les modifications des histones sont
applicables aux geénes de miR (480). De nombreux exemples d’inhibition de miR induite par
des méthylations de leur ADN ont ét¢ identifiés et peuvent étre impliqués dans le

tumorigénese de divers cancers (revu dans (480)).
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1.3.3.1.4.3 Les isoformes de miR

I1 existe plusieurs isoformes de miR qui sont issus des pré-miR ou des miRs matures
apres diverses modifications telles que 1’ajout, la suppression ou 1’édition de nucléotides. Les
isoformes de miR de I’extrémité 5’ sont rares, car cette partie détermine la séquence cible des
miRs. Toutefois, certains miRs peuvent produire plusieurs isoformes en 5’ qui vont interagir

avec des ARNm cibles distincts (443,481).

Les isoformes de miR en 3’ sont issus d’extension homo-polymérique des miRs ou
“tailing” correspondant a I’ajout de nucléotides a I’extrémité 3’ terminale du pré-miR ou miRs
matures (revu dans (482). L’uridylation par des enzymes TUT (terminal uridylyltransferase)
catalyse 1’ajout d’une queue polyU sur I’extrémité 3 du miR. Celle-ci inhibe la progression
de I’enzyme Dicer et favorise ainsi la dégradation du miR. L’uridylation du précurseur de let-
7 a été particulierement étudiée, il s’agit d’un mécanisme régulateur important de son

expression lors du développement embryonnaire (revu dans (461)).

L’adénylation des miRs permet également de moduler I’expression des miRs. Celle-ci
intervient aprés la maturation par ’enzyme Dicer. Cependant son mécanisme d’action est
moins documenté. Dans certains cas, I’adénylation du miR permet la stabilisation du miR tel
que pour miR-122 dans le foie (483) alors que I’adénylation de miRs hotes facilite leurs

dégradations (484).

L’édition de ’ARN est également impliquée dans la régulation de la biogénese des
miRs. Il s’agit d’une modification sélective sur I’ARN double brin de I’ Adénosine en Inosine
durant la phase post-transcriptionnelle (485). Cette modification est catalysée par le complexe
ADAR (Adenosine Deaminase Acting on RNA) et peut concerner les séquences de pri-miR,
et les pré-miR (486—488). Ainsi, I’édition des miRs permet une régulation de I’expression des
microARNs a différents niveaux. Le changement d’une Adénosine en Inosine dans le pri-
microARN altére principalement le clivage par I’enzyme Drosha et, par conséquent, sa
maturation en pré- microARN (487). La modification du pré-miR par le mécanisme d’édition
engendre, quant a lui, un blocage de Dicer et donc, de la formation du duplex miR-miR*.
Dans ce cas, soit la variation est reconnue et le pré-microARN n’est pas maturé, soit un

microARN mature différent de celui qui aurait di étre produit est synthétisé (489).

Enfin, la méthylation des miRs peut également inhiber la maturation des miRs en
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bloquant son interaction avec I’enzyme Dicer (490).

1.3.3.1.4.4 Stabilité des miRs

La régulation de la quantité de miR mature peut étre régulée par la stabilité des miRs.
Ainsi, le renouvellement et la dégradation des miRs ont été étudiés dans différents systémes.
Plusieurs endonucléases pourraient €tre impliqué dans le clivage et la dégradation des miRs

mais leurs mécanismes d’action spécifiques restent a préciser (461).

1.3.3.1.5 Réle et mécanisme d’action des miRs
1.3.3.1.5.1.1 Liaison sur ARNm cible

La cible consensuelle des miRs est la région 3’UTR des ARNm. La liaison du miR sur
son ARNm cible entraine généralement une répression de traduction soit par inhibition de
traduction ou dégradation de I’ARNm (7). Cependant quelques rares exemples de miR se liant
a aux régions 5’UTR ont été rapportés. De maniére intéressante, la liaison des miR en région
5’UTR pourrait exercer un effet stimulateur de la traduction par activation des protéines

ribosomales (491-493).

La liaison du complexe miRISC sur ’ARNm cible dépend d’une petite séquence
complémentaire. Alors que 1’on observe une complémentarité des bases complétes selon
Watson et Crick chez les plantes (494), des mésappariements sont souvent observés chez les
animaux. La complémentarité entre le miR et son site de fixation est généralement compléte
entre les nucléotides 2 a 8 de I’extrémité 5° du microARN, qui constituent la séquence «seed»
(Figure 18). Celle-ci peut étre définie en 6mer, 7mer, ou 8mer selon le nombre de nucléotides
complémentaires avec I’ARNm cible de 6, 7 ou 8 nucléotides respectivement. La partie 3’ du
miR s’apparie ensuite partiellement avec le reste de la séquence ciblée en formant des

renflements ou « bulges ».
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Figure 18 Séquence de liaison d’un microARN sur son ARNm cible ou séquence « seed »

Récemment, 1’équipe de Schirle ez al. a démontré I’importance de la séquence « seed »
pour le reconnaissance de ARNm cible. Les nucléotides en position 2 a 5 favorisent des
modifications conformationnelles exposant ensuite les nucléotides 2 a 8§ et 13 a 16 pour la
liaison a I’ARNm cible (495). La présence d’une Cytosine en position 6 pourrait aussi jouer
un role de pivot dans la liaison avec I’ARNm (496). D’autres nucléotides, situés en dehors de
la séquence «seed» sont impliqués dans la liaison a ’ARNm. Le premier nucléotide
correspondant classiquement a une Adénosine faciliterait également la reconnaissance de la
cible (495). La présence d’une Uridine ou Adénosine en position 9 du miR pourrait
également potentialiser I’activité du miR (497). Lorsque I’ARNm cible contient des régions
riches en Adénosine et Uridine, une augmentation d’efficacité de liaison des microARNSs a été

mise en évidence (8,498).

L’identification de la séquence «seed » des miRs a permis de développer des
algorithmes qui peuvent aider a déterminer les sites de fixation potentiels de miR sur des
transcrits (8,499). Ces logiciels intégrent la complémentarité de séquence avec la séquence
« seed », certains implémentent également la conservation au cours de 1’évolution de la région
ciblée, le calcul de I’énergie de liaison miR-ARNm ou encore le nombre de séquences cibles
dans un transcrit donné. Ainsi, chaque logiciel de prédiction a développé un score de
probabilité de liaison de miR propre et les prédictions peuvent étre différentes d’un logiciel a
I’autre. L’étude de la fonctionnalité des miRs est donc complexes et actuellement, seules les

¢tudes fonctionnelles permettent de valider I’interaction miR-ARNm cible (8).
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1.3.3.1.5.1.2 Mécanisme d’action des miRs
1.3.3.1.5.1.2.1Inhibition de la traduction

Lorsque la séquence du miR est strictement complémentaire de celle de I’ARNm cible,
la protéine Ago2 clive 'ARNm au milieu de la zone de fixation (500,501). Ainsi,
I’appariement complet engendre une inhibition irréversible de la traduction de ’ARNm du

fait de sa dégradation.

Dans la majorit¢ des cas chez I’homme, la complémentarité ne concerne que la
séquence « seed », et la régulation le miR exerce une action inhibitrice réversible de la
traduction de I’ARNm cible. On distingue deux niveaux d’inhibition différents lors de

I’initiation de la traduction ou lors de I’élongation qui sont encore controversés actuellement.

1.3.3.1.5.1.2.1.1 Inhibition de l'initiation de la traduction

La liaison d’un miR sur son ARNm cible perturbe le recrutement des facteurs de
traduction. En effet la protéine Ago2 possede la capacité de se fixer de maniére compétitive
sur la coiffe de I’ARNm au niveau du site de fixation eIF4E (502,503) (Figure 19A). 1l s’agit
d’un phénoméne précoce qui apparait dans les 15 premicres minutes apreés que I’ARNm ait
pénétré dans le cytoplasme (504). Inversement, les ARNm ayant une traduction indépendante

de la coiffe ne sont pas soumis a une inhibition par les miRs (505).

La liaison du miR avec sa cible entraine 1’inhibition de I’initiation de la traduction par
I’interaction avec les ribosomes. Le complexe miRISC co-précipite avec la sous-unité 60S
ribosomale ainsi qu’avec elF6, qui facilite 1’assemblage des sous-unités 40S et 60S

empéchant ainsi la formation du ribosome 80S (506) (Figure 19A).

La fixation des miRs entraine la déadénylation de la queue polyA des ARNm dans le
cytoplasme. La déadénylation favorise la dégradation de I’ARNm, et pourrait également
contribuer a inhiber la traduction (507). Les protéines Argonautes et GW182 du complexe
miRISC pourraient provoquer la déadénylation de la queue polyA, empéchant I’interaction
avec la coiffe et de circulariser I’ARNm pour stimuler la traduction (508). Les miRs jouent

ainsi un role a la fois sur I’efficacité de la traduction et sur la stabilité de I’ ARNm.
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1.3.3.1.5.1.2.1.2 Inhibition de I'élongation de la traduction

Plusieurs études sont en faveur d’une action inhibitrice de la traduction apres son
initiation. L’étude du profil des polysomes montre que les miR et les protéines du complexe
RISC sont associés aux fractions polysomales (509-511). Ceci suggere une action des miRs
durant 1’¢longation de la traduction. De plus, les miRs inhibent I’expression d’ARN non
coiffés dont la traduction est régulée par des sites de recrutement des ribosomes sur I’ARNm
les IRES (pour Internal Ribosome Entry Site (512)). Ces miRs pourraient donc induire la
terminaison prématurée de la traduction I’induction du détachement des ribosomes (Figure

19B).

1.3.3.1.5.1.2.2 Activation de la traduction des ARNm par les miRs

L’inactivation de la traduction par les miRs est consensuelle. Néanmoins, les
mécanismes précis de régulation de la traduction sont encore mal compris et semblent
extrémement variables en fonction du contexte cellulaire. Dans ce rares cas, les miRs peuvent
activer la traduction de leur ARNm cible. Cette fonction est encore trés controversée et les
mécanismes mis en jeu sont mal connus. Par exemple le miR-369-3 a pour cible ’ARNm du
TNFo. (pour Tumor Necrosis Factor o). En phase de quiescence cellulaire, la liaison de miR-
369-3 favorise le recrutement de protéines pour former un complexe activateur de la
traduction du TNFa, et inversement, dans les conditions de prolifération cellulaire, miR-369-3

inhibe la traduction de ce dernier (513).
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Figure 19 Inhibition de la traduction par les miRs adaptée d’aprés (514)

1.3.3.1.5.1.3 Localisation de I'activité des miRs : la compartimentation

Les ARNm inhibés par les miRs possédent une localisation cytoplasmique
particuliere. Une accumulation des ARNm liés au miR dans les P-Bodies a été rapportée. Ces
compartiments cytoplasmiques ont ét¢ décrits comme un lieu de dégradation des ARNs (515).
De plus, il a été¢ démontré que des protéines du complexe miRISC (Agol- GW182) sont des
¢léments essentiels pour la formation des P-Bodies (516,517). Ainsi, I’inhibition de
I’expression des ARNm ciblés par des miRs serait localisée dans ce compartiment. Une des
hypothéses avancées serait que les miRs répriment I’expression des ARNm ciblés dans le
cytoplasme et que cette répression engendre la formation des P-Bodies pour isoler I’ARNm
des facteurs traductionnels permettant d’augmenter la capacité d’inhibition de traduction

(518).
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Les granules de stress constituent un autre compartiment connu pour I’inhibition
réversible de DI’initiation de la traduction. Du fait de leur proximité avec les P-Bodies, ces
deux compartiments peuvent échanger leur matériel. L’accumulation de protéines du
complexe RISC a été¢ mise en évidence dans les granules de stress. Une des hypothéses
possibles serait la séquestration initale des miRs, liés a leurs cibles, dans les granules de

stress, puis leur transfert vers P-Bodies a plus long terme pour la dégradation de I’ARNm

(519).

Enfin, les miRs ont également été mis en évidence dans les exosomes. Ainsi les miRs
pourraient jouer un role dans la communication intercellulaire par leur transmission via les

exosomes (520).

1.3.3.2 Roéles physiologiques des miRNA et leur implication dans le
métabolisme lipidique

1.3.3.2.1 Réles physiologiques des miRs

Depuis la découverte des miRs il y a deux décennies, de nombreuses études ont permis
de mettre en évidence leur implication dans divers processus physiologiques. Le premier mir
découvert chez le nématode C.elegans, lin-4, est essentiel pour la transition du premier au
deuxiéme stade larvaire durant son développement (521). De nombreuses études ont, ensuite,
démontré I’implication des miRs dans les étapes du développement qui apparaissent comme

des acteurs clés de ce processus finement régulé dans le temps (revu dans (522).

Les miRs sont également impliqués dans la prolifération et ’apoptose, la régulation
des boucles de rétrocontrdle, ainsi que dans le maintien de 1’intégrité cellulaire (revu dans
(523). Le role des miRs dans ces différents processus a conduit a la découverte de
I’implication des miRs dans le développement tumoral et dans 1’altération de la réponse au

traitement anti-cancéreux (524).

L’implication des miRs dans la différenciation cellulaire a également été trés étudiée.
Les miRs peuvent jouer un réle important lors de la différenciation des cellules souches ainsi
que lors de la reprogrammation des cellules somatiques en cellules souches pluripotentes
(525). A T’avenir, ces implications pourraient déboucher sur le développement de nouvelles

thérapeutiques ciblées (526).
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1.3.3.2.2 MicroARN et métabolisme lipidique

Les miRs sont des acteurs potentiels de la majorité des processus physiologiques. Le
développement des logiciels de prédiction des cibles potentielles de miR couplé a des outils
de validation de la fonctionnalit¢ de ces interactions in vitro a conduit a I’émergence de
nombreux travaux mettant en lumiére I’implication des miRs dans différentes pathologies,
telles que les maladies inflammatoires, neurologiques, auto-immunes, métaboliques ou
cardio-vasculaires. Nous allons développer dans la suite, les données concernant I’implication

de miR dans régulation lipidique qui fait I’objet de nos travaux.

1.3.3.2.2.1 Métabolisme du HDL cholestérol

De nombreux miR ont été mis en évidence dans la régulation de 1’homéostasie du
HDL cholestérol (HDL-c). IIs sont impliqués dans les différents processus du métabolisme du

HDL-c sont répertoriés dans le Tableau 9.

1.3.3.2.2.1.1 microARN et efflux du cholestérol

Les miR-33a et miR-33b ont été largement étudiés pour leur implication dans la
régulation de ’homéostasie du cholestérol et en particulier le HDL cholestérol (HDL-c). Ces
deux miRs sont localisés dans les introns des génes SREBP2 et SREBP1 respectivement. Ce
gene est lui-méme impliqué dans la synthése du cholestérol et des acides gras. Les miR-33
ciblent le gene ABCA1 qui est une protéine clé¢ dans la biogénese du HDL-c et en inhibent
ainsi D’expression in vitro et in vivo. En, effet la surexpression du miR-33 induit une
diminution de ’efflux du cholestérol vers 1’apolipoprotéine A-I. Inversement, I’inhibition de
miR-33 induit une augmentation de 1’expression d’ABCA1 et parallélement une augmentation
de Defflux de cholestérol (527-529). Dans un modéle de souris ko pour le miR-33,
I’augmentation de I’expression d’ABCA1 et une augmentation du HDL-c ont été observées
(530). Le miR-33 cible également ABCGI1, un autre géne impliqué dans [’homéostasie de
HDL-c (527). Enfin, miR-33 est aussi impliqué dans la régulation de 1’oxydation des acides
gras en ciblant les génes CPT1, CROT, HADHB (531).

Le géne ABCAI possede une région 3’UTR relativement longue ce qui est une
caractéristique des génes régulés par les miRs (532). De manicre non surprenante, d’autres
miRs ciblant ABCA1 ont été identifiés parmi eux, miR-758, miR-106b, miR-26, miR-144,
miR-10b et miR-27a et miR-27b, et ont été validés expérimentalement (revu dans (533,534)

(Tableau 9).
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miRNA Géne cible Fonction Références
miR-122 ALDOA Homéostasie glucidique (535)
CcS Synthéese du cholestérol
Oxydation des acides gras
miR-10b ABCAI, ABCGI Efflux du cholestérol (536)
miR-21 HMGCR Stéatose hépatique (537)
Meétabolisme TG et cholestérol
miR-24 INSIG1 Synthése du cholestérol (538)
via SREBP
miR-26 ABCAI Efflux du cholestérol (539)
miR-27a/ ABCAI Efflux du cholesterol (534)
miR-27b ABCGI,;SR-B1
miR-33a/ ABCAI;ABCGI Efflux du cholestérol (527-529,540-543)
miR-33b NPCI1;CROT Oxydation des acides gras
HADHB;CPTI Homéostasie glucidique
SIRT6;PRKAAI
IRS2;ABCBI 1,
ATP8BI,RIP140
SRC3
miR-96 SR-B1 Transport inverse du HDLc (544)
miR-106b ABCAI Efflux du cholestérol (545)
miR-144 ABCAI Efflux du cholestérol (536,546)
miR-185 SR-B1 Transport inverse du HDLc (544)
miR-223 SR-BI, Transport inverse du HDLc (544,547-549)
HMGCS1,SC4MOL Synthése du cholestérol
Efflux du cholestérol
miR-302 ABCAI Efflux du cholesterol (550)
miR-370 CPTIA Oxydation des acides gras (551)
miR-758 ABCAI Efflux du cholestérol (552)
SLC38al; NTM;
EPHA7

Tableau 9. Les microARNs impliqués dans la régulation du HDLc
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1.3.3.2.2.1.2 Recapture hépatique des HDL

Le transport inverse du HDL-c vers le foie pour la synthése et 1’excrétion des acides
biliaires se fait par I’intermédiaire d’un récepteur scavenger B-I (SR-BI). Bien que moins
étudié qu’ABCAI, SR-BI est également la cible de plusieurs miRs. Les miR-185, miR-96 et
miR-223 sont de puissants répresseurs de 1’expression de ’ARNm de SR-BI et de son
expression a la surface cellulaire. In vitro, I’inhibition de ces miRs augmente 1’expression de
SR-BI et la recapture sélective du HDL-c (544). Le role de miR-223 semble prépondérant
dans le maintien de 1’homéostasie du cholestérol. Son expression est stimulée par le
cholestérol endogene et il agit comme une boucle de régulation par I’inhibition de la synthése
du cholestérol et du transport inverse du cholestérol et en favorisant 1’efflux de cholestérol

(547).

1.3.3.2.2.1.3 Synthese du cholestérol et oxydation des AG hépatiques

Plusieurs miRs sont impliqués dans la synthése du cholestérol et I’oxydation des
acides gras dans le foie. Le miR-122 est fortement exprimé au niveau hépatique. Il est
considéré comme un miR trés important pour le maintien du phénotype hépatique.
L’inhibition du miR-122 induit ’augmentation d’expression nombreux génes normalement
réprimés au niveau hépatique. Parmi eux, des genes impliqués dans la régulation de
I’oxydation des lipides. De plus, I’inhibition du miR-122, chez des souris soumises a un
régime riche en graisse, réduit la stéatose hépatique due a la réduction de la synthése du
cholestérol et la stimulation de 1’oxydation des acides gras (535).

Le miR-370 est impliqué dans la régulation de CPTI (pour carnitine palmitoyl
transferase), et induit une diminution de 1’oxydation des acides gras au niveau hépatique. Ce
miR est également capable d’induire I’expression du miR-122 conduisant ainsi a la
surexpression de genes lipolytiques tels que SREPBI et DGAT2 (551). Le miR-21 est
surexprimé dans le foie de sujets stéatosiques, il serait impliqué dans la régulation du
métabolisme des triglycérides et du cholestérol via son interaction avec HMGCR (537).

Le miR-24 est également impliqué dans la synthése lipidique hépatique par son rdle
inhibiteur d’Insigl (pour insulin-induced gene 1). Cette protéine membranaire du RE permet
de réguler la synthése des lipides en retenant les facteurs de transcription SREBPs dans le RE

empéchant ainsi leurs activations. La surexpression d’/nsigl dans le foie inhibe la lipogénéese
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alors que son inhibition conduit a une augmentation des TG hépatiques et plasmatiques
(553,554). L’inhibition de miR-24, conduit a ’augmentation d’expression d’Insigl et a une
diminution de I’accumulation des lipides hépatiques. Le processus inverse est observé lors de

la sur-expression de miR-24 chez la souris (538).

1.3.3.2.2.2 MicroARN régulant la LPL

La LPL possede les caractéristiques des génes régulés par les miRs car il posséde une
région 3’UTR relativement longue de 1948 paires de base. En outre, il s’agit d’un gene trés
finement régulé et soumis a une régulation post-transcriptionnelle importante (555). Plusieurs

¢tudes rapportent la liaison de différents miRs avec la LPL.

La LPL est la cible des miR-27a et miR-27b in vitro (534). De plus le miR-27a est
impliqué dans la régulation de la LPL durant I’adipogénése chez la souris en association avec
le miR-29a (556). La liaison du miR-29a avec la LPL a également été démontrée dans les
cellules dentritiques (557). Au niveau hépatique, ce miR est responsable de la répression

d’expression de la LPL chez la souris (558).

La LPL est aussi régulée par le miR-467b au niveau hépatique. L’expression hépatique
de ce miR est significativement diminuée chez les souris nourries par un régime riche en
graisse. La diminution d’expression du miR-467b est associée a une augmentation
d’expression de la LPL (559). MiR-467b régule également 1’expression de la LPL dans les
macrophages in vitro (560). Cette inhibition a ensuite été validée in vivo : la diminution de
I’expression de la LPL dans les macrophages apres surexpression du miR-467b dans un
modele de souris ko pour ApoE (534). Récemment, la régulation de la LPL par le miR-590
dans les macrophages THP-1 a été rapportée (561).

1.3.3.3 Implication des polymorphismes dans l'interaction miR avec leur géne
cible

En raison de la petite taille de la séquence « seed » permettant la liaison des miR sur
leur ARNm cible, un polymorphisme ou SNP, localisé soit dans le site de reconnaissance du
miR soit dans la région d’appariement de I’ARNm-cible peut en modifier la liaison par la

création ou la suppression d’un site de liaison (9) (Figure 20).
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Figure 20 Exemple de modification du site de liaison du miR-410 induite par le SNP
rs13702 (140)

La présence de polymorphisme au sein des génes de miR peut affecter leur biogénése
ou encore altérer la spécificité de leur cible (562). De plus, de nombreux exemples de
suppression de site de liaison de miRs induits par des SNPs localisés en région 3’UTR des
genes cibles ont €té rapportés. Inversement, la création de sites de liaison de miR
«illégitime » a également ¢été¢ décrite dans de plus rares cas (563-567). L’implication des
SNPs dans la modulation de la régulation des miRs par les SNPs permet la compréhension de
leur fonctionnalité. Elle permet ainsi d’expliquer 1’association des SNPs avec des traits

phénotypique ou des pathologies.

Un polymorphisme de la région 3’UTR de la LPL associé a une diminution de la
triglycéridémie en population générale induit ainsi la suppression du site de liaison du miR-
410. En effet, le site de liaison du miR-410 sur la LPL contient le polymorphisme
c.*1671T>C (rs13702). En présence de I’alléle mineur C, la liaison du miR-410 est supprimée
et conduit a une augmentation de 1’expression de la LPL (Figure 20). La suppression de la
liaison de miR-410 sur la LPL pourrait donc expliquer 1’association du rs13702 a Ia
diminution de la triglycéridémie observée (140). D’autres polymorphismes de la région
3’UTR sont associés a la triglycéridémie y compris dans les études GWAS (¢f'1.2.6.1.2.2). Ces
polymorphismes peuvent potentiellement modifier des sites de liaison de miR et moduler
ainsi I’expression de la LPL et, par conséquent la triglycéridémie (568). Ce phénomene peut
¢galement concerner les autres genes impliqués dans la régulation de la LPL. Par example,
I’allele mineur C, du polymorphisme c.*158C>T rs2266788 appartenant a APOAS*2est
fortement associ¢ a une augmentation de la triglycéridémie (c¢f 1.2.6.2.2.1.2.1.2). Ce
polymorphisme modifie ¢galement la liaison de miR en supprimant le site de liaison du miR-

3201 (239).
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1.4 CONCLUSION DE LA REVUE DE LA LITTERATURE ET ENJEUX DU TRAVAIL

La LPL est une enzyme clé dans la régulation de la lipolyse intravasculaire. Ces
mécanismes de régulation sont complexes et font intervenir de nombreux processus y compris
post-transcriptionnelle. Ceux-ci permettent une régulation fine de la triglycéridémie qui
dépend notamment de facteurs génétiques et environnementaux. En effet, la concentration
plasmatique des TG est modulée par des facteurs génétiques influengant la lipolyse
intravasculaire. Ainsi, un défaut de lipolyse engendre des hypertriglycéridémies séveres
(hyperlipoprotéinémies de type I ou V ou hyperchylomicronémies) par défaut de clairance des
LRTG. Inversement, des facteurs génétiques favorisant la lipolyse induisent une diminution

de la triglycéridémie plasmatique.

De nombreux variants de la LPL et des différents génes impliqués dans sa régulation
sont significativement associés a la triglycéridémie. Ces variants peuvent induirent des
mutations délétéres des geénes impliqués dans la régulation de la LPL (perte de fonction ou
gain de fonction) conduisant a des phénotypes lipidiques extrémes. D’autres polymorphismes
ou single nucleotides polymorphismes (SNP) sont significativement associés a des

modulations de la triglycéridémie en population générale.

Pourtant, la fonctionnalit¢ de ces polymorphismes n’est que rarement ¢lucidée.
L’association des polymorphismes a la triglycéridémie pourrait étre liée a leur association ou
déséquilibre de liaison avec d’autres variants fonctionnels localisés sur le méme gene ou a
distance sur des geénes encore non connus. Elle pourrait également mettre en jeu des
mécanismes de régulation non connus a ce jour en particulier dans les régions non codantes.

Enfin elle pourrait impliquer une régulation médiée par les miRs.

La découverte des miRs, il y environ deux décennies, a permis de mieux comprendre
les mécanismes de régulation post-transcriptionnelle du génome. L’interaction des miRs avec
les régions 3’UTR de leur ARNm cible démontrent également 1I’importance des régions non
codantes dans la régulation épigénétique. De plus, les polymorphismes, en particulier
localisés en région 3’UTR, sont susceptibles de modifier la liaison des miRs et ainsi, de
moduler I’expression de leur geéne cible. Ces interactions engendrent des changements
phénotypiques qui pourraient intéresser la régulation de la triglycéridémie. Ainsi, les

polymorphismes localisés en région 3’UTR de la LPL ou de ses genes régulateurs pourraient
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étre des facteurs modulateurs de leur expression. Ils pourraient ainsi, réguler 1’activité¢ de la

LPL et induire une modulation la triglycéridémie.

Le but de notre travail est d’étudier la régulation de la lipolyse intravasculaire médiée
par les miRs. Nous avons dans un premier temps étudié I’implication potentielle des SNPs de
la LPL et de ses génes régulateurs, connus pour leurs associations avec la triglycéridémie dans
la modification des sites de liaison de miRs a 1’aide d’outils bio-informatiques. Nous avons
¢galement recherché d’autres polymorphismes de la LPL associés a la triglycéridémie par le
séquencage systématique de la région 3’UTR. La fonctionnalité potentielle des interactions

entre les SNPs identifiés et les sites de liaison de miRs a ensuite été étudiée.

L’¢étude des interactions entre les miRs et les polymorphismes de la LPL ou ses geénes
régulateurs peut apporter une explication fonctionnelle de leurs associations avec la
triglycéridémie. Elle permettra alors de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la

régulation de la LPL et donc de la lipolyse intravasculaire.
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2.1 ARTICLE1: “ANAPOA5 3’'UTR VARIANT ASSOCIATED WITH PLASMA
TRIGLYCERIDES TRIGGERS APOA5 DOWNREGULATION BY CREATING A
FUNCTIONAL MIR-485-5P BINDING SITE”

ApoA-V est une apolipoprotéine liée aux chylomicrons et VLDL qui joue un role important
dans Dl’activation de la LPL. Des mutations déléteres du gene APOAS sont responsables
d’hyperchylomicronémies familiales par défaut d’activation de I’activit¢é LPL. Le géne
APOAS possede plusieurs haplotypes relativement fréquent composés de polymorphismes en
déséquilibre de liaison complet. L haplotype 2, APOA5*2, est trés fortement associ¢ aux
hypertriglycéridémies séveres et modérés et les sujets porteurs de cet haplotype présentent
une diminution de I’expression post-transcriptionnelle d’APOAS. Cet haplotype bien connu
est composé d’un SNP localisé en région 3’UTR : SNP1 (c.*158C>T également dénommé
(1891T>C, rs2266788) et de trois autres SNPs: SNP3 (g.-1131T>C, rs662799), c.-3A>G
(rs651821) et SNP2 (c.162-43A>G, rs2072560).

Nous avons mis en évidence la création d’un site de liaison fonctionnel pour le miR-485-5p
induit par P’allele rare du SNP1 (c.*158C). Cette création de site de liaison induit une
diminution de D’expression d’APOAS5 dans des cellules hépatiques in vitro. Ainsi nous
proposons, pour la premiére fois, une explication du processus impliqué dans I’effet
hypertriglycéridémiant de I’APOAS5*2. Nous proposons que la création du site de liaison du
miR-485-5p induite par 1’allele rare du SNP1 (c.*158C) serait responsable d’une inhibition
post-transcriptionnelle d’APOAS pouvant expliquer la diminution de son expression et donc

son association aux hypertriglycéridémies chez I’homme.
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REPORT

An APOAS5 3" UTR Variant Associated
with Plasma Triglycerides Triggers APOA5 Downregulation
by Creating a Functional miR-485-5p Binding Site

Cyrielle Caussy,!-2 Sybil Charriére,!.2* Christophe Margais,>3 Mathilde Di Filippo,24 Agnés Sassolas,2*
Mireille Delay,® Vanessa Euthine,2 Audrey Jalabert,? Etienne Lefai,2 Sophie Rome,2>
and Philippe Moulin’2.>

APOAS5 c.*158C>T (152266788), located in the 3’ UTR, belongs to APOAS haplotype 2 (APOAS*2), which is strongly associated with
plasma triglyceride levels and modulates the occurrence of both moderate and severe hypertriglyceridemia. Individuals with
APOAS*2 display reduced APOAS expression at the posttranscriptional level. However, the functionality of this haplotype remains
unclear. We hypothesized that the hypertriglyceridemic effects of APOAS*2 could involve miRNA regulation in the APOAS 3’ UTR.
Bioinformatic studies have identified the creation of a potential miRNA binding site for liver-expressed miR-485-5p (MIRN485-5p) in
the mutant APOAS5 3’ UTR with the ¢.*158C allele. In human embryonic kidney 293T (HEK293T) cells cotransfected with an APOAS
3’ UTR luciferase reporter vector and a miR485-5p precursor, ¢.*158C allele expression was significantly decreased. Moreover, in
HuH-7 cells endogenously expressing miR-485-5p, we observed that luciferase activity was significantly lower in the presence of the
c.*158C allele than in the presence of the c¢.*158T allele, which was completely reversed by a miR-485-5p inhibitor. We demonstrated
that the rare c.*158C APOAS allele creates a functional target site for liver-expressed miR-485-5p. Therefore, we propose that the well-
documented hypertriglyceridemic effect of APOAS5*2 involves an APOAS posttranscriptional downregulation mediated by miR-485-5p.

Hypertriglyceridemia (HTG [MIM 145750 and 144600]) is
a common metabolic disease resulting from complex inter-
actions between genetic and environmental factors.'?
Lipoprotein lipase (LPL [MIM 609708]) and its regulators,
such as apolipoprotein CII (APOC2 [MIM 608083]), apoli-
poprotein CIII (APOC3 [MIM 107720]), and apolipo-
protein A-V (APOAS5 [MIM 606368]), play a major role in
triglyceride (TG) metabolism. Deleterious mutations in
these genes cause hyperchylomicronemia (MIM 144650
and 238600), and various SNPs have been associated
with both mild and severe HTG.”

ApoAV, encoded by APOAS, is a liver-expressed 366
amino acid apolipoprotein that binds to very-low-density
lipoprotein, high-density lipoprotein, and chylomicrons
in plasma.? Its involvement in TG metabolism was first
demonstrated in mouse models: ApoaS-knockout mice
showed a 4-fold increase in plasma TG concentrations,
whereas Apoa5 overexpression in mice significantly
reduced TG levels.>* In mice, apoAV lowers plasma TG
levels by increasing lipoprotein lipase (LPL) activity, as
confirmed by in vitro and in vivo studies.”” However,
its mechanism of TG regulation is still not completely
understood.

In humans, APOAS plays a critical role in HTG physiopa-
thology. Deleterious APOAS5 mutations were found to be
involved in familial hyperchylomicronemia by inducing
a LPL activity defect.®*'° Moreover, two common APOAS

variant haplotypes modulate triglyceridemia and the
expression of mild and severe HTG.>'°"'> APOAS haplo-
type 3 (APOAS*3) carries the ¢.56C>G (p.Ser19Trp)
polymorphism (rs3135506; RefSeq accession number
NM_052968.4), which alters apoAV signal peptide and
causes reduced levels of mature peptide in vitro.'® A second
APOAS5 haplotype (APOAS5*2) includes the C rare allele of
the c.*158C>T SNP (152266788; RefSeq NM_052968.4),
which is located in the APOA5 3’ UTR (previously described
as APOAS5 SNP1, ¢.1891T>C, or ¢.1259T>C) and is in
strong linkage disequilibrium with three additional SNPs:
g.4430C>T (rs662799; RefSeq NG_015894.1; previously
described as APOAS5 SNP3 or g.—1131T>C), c.—3A>G
(rs651821; RefSeq NM_052968.4), and c.162—43A>G
(rs2072560; RefSeq NM_052968.4; previously described
as APOAS SNP2).>!! The frequency of APOAS5*2 is approx-
imately 7% in populations of European descent and
is strongly associated with both mild and severe
HTG.'%'*15 This strong association with plasma TG con-
centrations was confirmed in genome-wide association
studies (GWASs).'?> 131719 Clinical data have shown that
subjects with the ¢.*158C minor allele have 20%-30%
higher plasma TG levels than do those without this
allele.® Some studies have also shown a decreased plasma
apoAV concentration in subjects with APOA5*2.20-%4
Several arguments have suggested that APOAS5*2 might
modulate APOAS5 expression at the posttranscriptional
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Figure 1. The APOA5 3’ UTR with the c.*158C Allele Creates a
miR-485-5p Seed Site

(A) Luciferase activity of the pEZX-C or pEZX-T construct with
miR-485-5p or miR control (miR-CTRL).

(B) Luciferase activity of the pEZX-C construct with miR-485-5p or
miR-CTRL in the presence of either a miR-485-Sp inhibitor (anti-
485-5p) or a negative control inhibitor (anti-neg).

The APOAS 3’ UTR full-length sequence (c.*158T allele) was in-
serted into pEZX-MTO1 (GeneCopoeia, Labomics SA) downstream
of a firefly luciferase reporter gene, creating a pEZX-MT01-APOAS5-
c.*158T vector (pEZX-T). Site-directed mutagenesis was performed
with the QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technology) with mutated primers (forward 5'-GGGTGC
TGTCTCCTGCACATCCAGCCTCCTGCG-3' and reverse 5'-CGCA
GGAGGCTGGATGTGCAGGAGACAGCAGCC-3') for introduc-
tion of the c.*158C allele, creating a pEZX-MTO01-APOAS-c.*158C
vector (pEZX-C). All constructs were verified by sequencing.
HEK293T cells (3 x 10° cells/well) were plated onto 12-well plates
48 hr before transfection and were maintained in a 5% decom-
pleted fetal calf serum 1 hr before transfection. Cells were cotrans-
fected with 800 ng of the pEZX-T or pEZX-C vector and 200 ng of
miR-485-Sp precursor or scramble nontargeting control (miR-
CTRL) (pEZX-MRO4 vectors, GeneCopoeia and Labomics). For
anti-miR experiments (B), 24 hr before transfections with pEZX-C,
HEK293T cells were pretransfected with anti-485-Sp or anti-neg
(mirVana, Life Technologies; final concentration 30 nM). All tran-
sient transfections were performed according to the manufac-
turer’s protocol with the use of ExGen500 transfection reagent
(EUROMEDEX) and 5 pl of ExGenS500 for 1 ug of DNA. Luciferase
activity was measured 48 hr after transfection on cell lysate with

level. Similar APOA5 mRNA levels were found in mice
overexpressing human APOAS, either wild-type or with
APOA5*2.%° Moreover, APOA5 mRNA levels were similar
in human hepatic biopsies in subjects with either wild-
type APOAS or APOA5*2.”° However, the underlying
mechanisms involved in APOA5*2 dysfunction remain
unknown, e.g., Palmen et al. did not confirm in vitro the
hypothesis that within APOA5*2, the c.—3A>G Kozak
sequence polymorphism could alter APOAS mRNA transla-
tion.?* Consequently, we investigated the potential impli-
cation of miRNAs in the posttranscriptional regulation of
mutant APOAS.

miRNAs are evolutionally conserved 19-22 nucleotides
of noncoding RNA that posttranscriptionally downregu-
late gene expression by binding target mRNAs. This pro-
cess leads to mRNA degradation or translation repression.
Recent data have suggested that miRNAs predominantly
decrease mRNA stability through base pairing with the 3’
UTR of target mRNAs. The recognition of target mRNA
by miRNA involves a small complementary sequence
from 2 to 7 nucleotides long.?®*’ Sequence alteration by
SNPs can either generate or destroy miRNA binding sites
in mRNAs.?® Such a finding was reported for obesity-asso-
ciated c.*2270A>G (rs8887; RefSeq NM_001080400),
which creates an illegitimate miR-522 binding site in the
3’ UTR of perilipin 4 (PLIN4 [MIM 613247]) and promotes
its downregulation in adipose tissue.”

Within APOAS5*2, ¢.*158C>T is the only SNP located in
the 3’ UTR. We hypothesized that the APOA5 3’ UTR
€.*158C>Trare variant might create an illegitimate binding
site for miRNAs and thus result in APOAS posttranscrip-
tional inhibition. This could lead to downregulation of
lipolysis and a subsequent increase in plasma TG levels.

Using five distinct software tools for miRNA target predic-
tion, we performed bioinformatic studies to determine
whether ¢.*158C>T affects the binding of specific miRNAs
(Table S1, available online). First, we used PITA®’ and
RegRNA’' to investigate the potential effect of the c.*158C
allele on miRNA target sites and how it compares to that
of the c.*158T allele. The miRNA-mRNA binding scores
were stronger in the presence of the C allele than in the
presence of the T allele for three miRNAs: miR-485-5p
(MIRN485-5p) and miR-1255a (MIRN1255a) were predicted
by the two programs, whereas miR-3188 (MIRN3188) was
only predicted by RegRNA (Table S2). Second, we utilized
three additional programs (microRNA.org,*” TargetScan,**
and Diana-microT’?) to confirm the potential binding of

the Dual-Glo Luciferase Reporter Assay System (Promega) with a
GLOMAX20/20 luminometer (Promega). Renilla luciferase activity
was used as an internal control for normalizing to the correspond-
ing firefly luciferase activity. All transfection experiments were
performed in triplicate and repeated three times. Results are ex-
pressed as luciferase activity relative to that of control samples
(pEZX-C vector cotransfected with miR-CTRL and anti-neg
for miR inhibitor experiments in B). Data represent the mean +
SEM. p values were determined by a Student’s paired t test
(*p < 0.05, *p < 0.01, ***p < 0.001). NS, nonsignificant.
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Figure 2. Endogenous miR-485-5p Downregulates Luciferase
Activity of the APOAS 3’ UTR with the c.*158C Allele in HuH-7
Cells

(A) Luciferase activity of c.*158C (pEZX-C) is expressed as relative
to that of ¢.*158T (pEZX-T).

(B) Luciferase activity of c¢.*158C (pEZX-C) is expressed as relative
to that of c.*158T (pEZX-T) in the presence of either anti-485-5p or
anti-neg.

HuH-7 cells (5 x 10* cells/well) were plated onto 12-well plates
and transfected with 1 pg of pEZX-T or pEZX-C vector as described
for HEK293T cells (Figure 1). Anti-miR experiments were per-
formed 24 hr after incubation with anti-485-Sp or anti-neg as
previously described (Figure 1). Experiments were performed in
triplicate, and data are expressed as luciferase activity relative to
that of control samples (pEZX-C vector cotransfected with miR-
CTRL and anti-neg). Data represent the mean + SEM. p values
were determined by a Student’s paired t test (**p < 0.01, ***p <
0.001). NS, nonsignificant.

these three miRNAs on the ¢.*158C allele: miR485-5p bind-
ing was confirmed by the three programs, miR3188 binding
was confirmed only by microRNA.org, and miR1255a bind-
ing was not confirmed (Table S2). Consequently, these re-
sultsindicate that the c.*158C allele might create a potential
illegitimate target site at least for miR-485-5p. Given the dis-
crepancies between the programs, we decided to also
consider miR-1255a and miR-3188 for in vitro binding vali-
dation.

Luciferase expression vectors containing the C or T allele
(pEZX-C or pEZX-T, respectively) were constructed for
functional assessment of the binding of the three candi-
date miRNAs on the mutant APOAS 3’ UTR (Figure 1A).
Human embryonic kidney 293T (HEK293T) cells (ATCC
CRL-11268) were cotransfected with pEZX-C or pEZX-T
and with either a miRNA precursor (miR-485-5p, miR-
1255a, or miR-3188) or a control mimic (miR-CTRL).
Compared to control miRNA, the APOA5 3’ UTR contain-
ing the c.*158C allele showed a significant, 35% (=+6%)
decrease in luciferase activity in the presence of miR-485-
5p (p < 0.001). Meanwhile, the 3’ UTR containing the
c.*158T allele showed a nonsignificant increase in the level
of luciferase activity in the presence of miR-485-5p in com-
parison to control miRNA (Figure 1A). However, when the
¢.*158T or ¢.*158C allele was expressed in the presence of
miR-1255a (Figure S1A) or miR-3188 (Figure S1B), there
was no significant difference in comparison to expression
with the miR-CTRL. The specific effect of miR-485-5p on
the luciferase activity of the APOAS5 3’ UTR c.*158C allele
was assessed with a mir-485-5p inhibitor (anti-485-5p) or
a negative control inhibitor (anti-neg). The anti-485-5p
fully reversed the decrease in luciferase activity of the
APOAS 3’ UTR ¢.*158C allele, whereas in the same condi-
tions, the anti-neg had no significant effect (Figure 1B).

These results confirm that in vitro miR-485-5p is capable
of targeting the APOAS 3’ UTR ¢.*158C sequence and of
partially repressing its luciferase activity.

Because APOAS is exclusively expressed in the liver, only
liver-expressed miRNAs would potentially regulate APOAS
expression. We sought to determine whether miR-485-5p
was expressed in the liver by using quantitative RT-PCR
on RNA extracted from human hepatic cells (HepG2
[ATCC HB-8065] and HuH-7 [human hepatoma cell line,
JCRB-0403]) and mouse and human liver tissue (generous
gift from the pathology laboratory of Centre Hospitalier
Lyon Sud). miR-485-5Sp was expressed in both human
and mouse hepatic tissue and in all hepatic cell lines tested
and was most highly expressed in human hepatic tissue
(Figure S2).

To confirm our results obtained with HEK293T cells, we
investigated endogenous miR-485-Sp functionality in
human hepatic cell line HuH-7, expressing miR-485-5p.
HuH-7 cells were transfected with the luciferase expression
vectors pEZX-C or pEZX-T. We confirmed the specific effect
of endogenous miR-485-5p by using anti-485-5p or anti-
neg cotransfected with pEZX-C or pEZX-T. We observed
that the APOAS 3’ UTR ¢.*158C allele showed significantly
less luciferase activity than did the c.*158T allele (—43 +
16%, p < 0.01) (Figure 2A). This decrease was completely
reversed in the presence of anti-485-5p, but not in the pres-
ence of anti-neg (Figure 2B). These results demonstrate
that endogenous hepatic miR-485-5p is able to target the
mutant APOAS 3’ UTR with the ¢.*158C allele and decrease
APOAS 3' UTR luciferase expression.

Our in silico studies primarily identified the APOAS
3 UTR with the c.*158C rare allele as a potential
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miR-485-5p target site. Our in vitro studies subsequently
established that the APOAS ¢.*158C minor allele creates
an illegitimate and functional miR-485-5p binding site.
In the human liver, miR-485-5p might therefore downre-
gulate mutant APOAS5 at the posttranscriptional level,
which could explain the strong GWAS-confirmed associa-
tion between hypertriglyceridemia and APOAS5*2, which
bears ¢.*158C>T.>! 151719

Clinical studies have suggested a decreased apoAV con-
centration in subjects with APOA5*2.2°-** An association
between ¢.*158C>T genotypes and plasma apoAV levels
has not been specifically reported. Nevertheless, because
this SNP is in complete linkage disequilibrium with
2.4430C>T (15662799, g.—1131T>C) on APOAS5*2,**°
data can be extrapolated from g.4430C>T studies. Subjects
with the g.4430C rare allele (T/C + C/C genotypes) were
found to have a substantially significant 23%-27%
decrease in plasma apoAV concentration in comparison
to subjects with the g.4430 T/T genotype.””*° In a recent
large study, Kim et al. provided support for the relevance
of plasma apoAV levels in plasma TG concentrations.
This study clearly showed a close inverse association
between apoAV and TGs in a cohort of 754 hypertrigly-
ceridemic individuals (TGs > 150 mg/dl). Compared to
the individuals with the g.4430 T/T major genotype, indi-
viduals with T/C and C/C genotypes displayed a 11% and
19% apoAV decrease, respectively, associated with a 9%
and 18% TG increase, respectively.*®

Several studies have suggested that APOAS5*2 might
modulate APOAS expression at the posttranscriptional
level.?>?* Nevertheless, functional analysis of APOAS5*2
polymorphisms have hitherto failed to identify the
mechanisms involved in the regulation of APOAS5 expres-
sion.'®?*%> QOur results support a miRNA posttranscrip-
tional regulation of APOAS5*2. Consistent with our study,
Palmen et al. performed a functional analysis of APOAS*
2 SNPs by using a luciferase reporter construct including
part of APOAS*2: the g.4430C>T, c.—3A>G, and c.*
158C>T rare variants. Palmen et al. reported approxi-
mately the same decrease in luciferase expression in
HuH-7 cells as in our study. Although miRNA regulation
was not suspected at that time, their findings are consis-
tent with a targeting of APOA5*2 by endogenous miR-
485-5p expressed in this cell type. Additionally, Palmen
et al. showed an equally reduced luciferase expression
with the construct including only one APOAS variant:
the ¢.*158C allele.”* As in our results, these previous find-
ings demonstrate that the c.*158C>T rare variant alone
provides luciferase modulation in this model.

Additionally, the data presented in this study are in line
with several previous studies that demonstrated that SNPs
located either in miRNA genes or in mRNAs can affect
miRNA-mRNA recognition and either abrogate or create
miRNA binding sites.”® This could account for diseases or
phenotypic traits in various cellular pathways.””>’ In
plasma TG metabolism, the miR-410 seed site disruption
induced by LPL 3’ UTR SNP c.*1671T>C (15s13702; RetSeq

NM_000237.2) was recently associated with a significant
decrease in plasma TG concentration.*®

Because APOAS is exclusively expressed in the liver, we
crucially provided evidence of miR-485-5p expression in
human liver tissue. This is in accordance with the dis-
covery of miR-485-5p in human fetal liver’” and its
recently documented hepatic expression.*’ It is encoded
in a miRNA cluster within an intergenic region located in
chromosome 14 and is involved in neurologic pathways
or diseases such as synaptic plasticity, Alzheimer dis-
ease,*! and ependymomas.** It has also been shown to
be downregulated in ovarian epithelial tumors.** miR-
485-5p was not reported to affect lipid metabolism before
our study. However, because APOAS5 ¢.*158C>T regulation
would appear through the creation of an illegitimate target
site, it is not obvious that miR-485-5p might physiologi-
cally regulate TG metabolism.

Therefore, our work provides a comprehensive mecha-
nism for the APOAS*2 hypertriglyceridemic effect. We pro-
pose that, in humans, the miR-binding site created by the
¢.*158C rare allele in the APOA5 3’ UTR causes liver post-
transcriptional downregulation of APOAS by miR-485-5p,
a miRNA expressed in the human liver. This downregula-
tion might at least partially account for the reported
expression of APOAS*2, its effect of rising plasma TG con-
centrations in humans, and the strong association
between APOA5*2 and both mild and severe hypertrigly-
ceridemia. It remains to be clarified whether additional
interactions with other APOAS*2 SNPs are also required.

Supplemental Data

Supplemental Data include two figures and two tables and can be
found with this article online at http://www.cell.com/AJHG.
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Figure S1. miR-1255a and miR-1388 do not modify the luciferase activity of the APOAS

3°UTR luciferase constructs with ¢.*158T or C alleles.



HEK-293T cells were co-transfected with 800ng of pEZX-T or pEZX-C vectors and 200 ng
of miRNA precursors of miR-1255 (Panel A) or miR-3188 (Panel B) compared to miR-CTRL
as described in Figure 1. All transfection experiments were performed in triplicate and
repeated three times. Results are expressed as relative luciferase activity to control samples.
Data are represented as mean +/- SEM. p-values were determined by Student’s paired t-test.

All differences are non-significant.
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Figure S2. Relative miR-485-5p expression across hepatic cells lines or hepatic tissue

samples in RT-qPCR.

miR-485-5p expression was determined by RT-qPCR on total cell RNA isolated with TriPure
Isolation reagent (Roche Applied Science). miRNA-specific reverse transcription was
performed with 500ng of purified total RNA using the TagMan MicroRNA Reverse
Transcription kit (Life Technologies) and miRNA qPCR using TagMan 2x Universal PCR
master Mix, (Life Technologies) on Rotor-Gene Q thermocycler (QIAGEN). miR-485-5p
expression is expressed relative to HEK-293T expression. All experiments were performed in

triplicate. Data are represented as mean +/- SEM.



Relevant

Algorith
Software (ref*) gorithm Algorithm parameters score
score
threshold
Free energy gained from the formation of the
microRNA-target duplex
PITA Energetic cost of unpairing the target to make it
(30) AAG score | accessible to the microRNA <-10
mRNA secondary structure
Target mRNA flanking 3’ and 5’ flanking sequence
Sequence matching
RegRNA1.0
miRanda | Minimum free energy of miRNA—target duplex > 160
(31,S1)
’ Evolutionary conservation
Sequence matching
microRNA .org The minimum free energy of miRNA—target duplex
miRSVR <-0.1
(32,52) Evolutionary conservation
Secondary structure accessibility
Seed-site type (base pairing in miRNA 5’sequence)
miRNA 3’ sequence pairing contribution
Targetscan ' . .
Release 6.1 Context | [ocal nucleotide composition ( high local AU - 01
+score content are more likely to be functional)
(33,53,54)
Site position in mRNA 3’UTR
Evolutionary conservation
Diana-microT Seed-site type (base pairing in miRNA 5’sequence)
4.0 miTG score | The minimum free energy of miRNA—target duplex >15
(34) Evolutionary conservation

Table S1: miRNA target-site prediction software characteristics

*ref : reference (refered to article’s references or supplemental references)




Software PITA RegRNA mia;f;NA' TargetScan 2112:1;;
Allele T C T C C* C* C*
miR-485-5p | -2.35 | -327 | 154 158 | -0.0043 -0.14 8
miR-1255a 04 | -L12 | 123 140 | no binding NT NT
miR-3188 bin‘g’ing binrg’ing 139 143 -0.0043 | no binding NT

Table S2: Bio-informatic study of APOAS5 SNP1 effect on miRNA target-sites: miRNA
binding score prediction on ¢.*158C allele (rare variant) compared to c.*158T allele

(wild type variant).

* The software predicts only a reference sequence corresponding to C allele.

NT: not tested (the miRNA sequence is not tested by the software).

PITA and RegRNA softwares allowed users to upload any mRNA target sequence and were
used to compare binding scores of miRNAs on the APOAS5 ¢.*158T or the ¢.*158C alleles
(nucleotide 158 of the 3°’UTR). The uploaded sequence contained 80 nucleotides of APOAS
3’UTR (3’-ACAGGGAGGCCACCAAAGGGGCTGCTGTCTCCTGCA(T/C)ATCCAGCCT
CCTGCGACTCCCCAATCTGGATGCATTACAT-5’). The three remaining softwares
(microRNA.org, TargetScan, Diana-microT) contained only the APOAS5 reference sequence

corresponding to the c.*158C rare variant and thus were used to confirm the potential binding

of the candidate miRNAs identified with PITA and RegRNA.
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2.2 ARTICLE 2 : “MULTIPLE MICRORNA REGULATION OF LIPOPROTEIN LIPASE
GENE ABOLISHED BY 3’'UTR POLYMORPHISMS IN A TRIGLYCERIDE-LOWERING
HAPLOTYPE HARBOURING P.SER474TER”

Cet article a été soumis le 21 juillet 2015 et accepté le 9 janvier 2016.
DOI:10.1016/j.atherosclerosis.2016.01.

La LPL est une enzyme clé dans la lipolyse intravasculaire. Elle est soumise a de nombreux
mécanismes de régulation et en particulier une régulation post-transcriptionnelle importante
dont les mécanismes ne sont pas tous €lucidés. Quelques ¢études ont démontré 1’implication
des miRs dans la liaison avec la région 3’UTR de la LPL notamment le miR-29a dans les
cellules dendritiques (557). Richardson et al. a démontré I'implication de I’alléle rare du
polymorphisme rs13702 dans la suppression du site de liaison du miR-410. Cette suppression
expliquerait son association avec la diminution significative de la triglycéridémie chez les

porteurs de ce variant (140).

Avant la découverte de I"implication des régions 3’UTR dans la régulation médiée par les
miRs, ces régions étaient peu considérées et peu de données concernant les polymorphismes
de la région 3°’UTR de la LPL ont été publiées. Nous avons donc entrepris le génotypage de la
région 3’UTR de la LPL a partir de notre cohorte DIACOR (patients diabétiques de type 2
phénotypés sur le plan lipidique) afin d’identifier des SNPs associés a la triglycéridémie
pouvant potentiellement interagirent avec des miRs. Notre étude a permis de mettre en
¢vidence un haplotype de la LPL, I’haplotype 4, composé de sept SNPs de la région 3’UTR et
de la mutation p.Serd474Ter (rs328) en déséquilibre de liaison et significativement associés a
une diminution des TG plasmatiques. Nous avons ensuite confirmé cette association en

population générale dans 4 cohortes francaises MONICA, MONA LISA, PRIME and CES.

L’étude du role de cet haplotype dans la régulation de la LPL via une potentielle suppression
de sites de liaison de miRs nous a permis de démontrer la suppression des sites de liaison des

miR-410, miR-29a, miR-29b-1 et miR-1277 induite par les variants rares de [’haplotype 4.

Ce travail apporte de nouvelles données concernant la régulation de la LPL par les miRs,
d’une part en confirmant son interaction avec les miR-410 et miR-29a et en démontrant

I’implication des miR-29b-1 et miR-1277 dans la régulation de la LPL sauvage. Ceci met en
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lumiere la complexité de la régulation épigénétique de la LPL cible de plusieurs miRs. De
plus, nous avons démontré la fonctionnalité de plusieurs SNPs de la région 3’UTR de la LPL,
responsable de la suppression de sites de liaison de miR qui expliquerait leur association a une
diminution de la concentration des TG plasmatiques via 1’augmentation de 1I’expression de la
LPL possiblement induite par une levée d’inhibition des miRs. Enfin, nous proposons une
explication de I’effet hypotriglycéridémiant, bien connu, du variant p.Ser474Ter. Celui-ci
pourrait €tre au moins en partie li¢ a son déséquilibre de liaison avec les SNPs fonctionnels de

la région 3°’UTR de I"haplotype 4.
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Abstract

Background-Lipoprotein lipase (LPL) is a key enzyme in triglyceride (TG) metabolism. LPL
gene single nucleotide polymorphisms (SNP) are associated with TG concentrations however
the functionality of many of these SNPs remains poorly understood. MicroRNAs (miR) exert
post-transcriptional down-regulation and their target sequence on the 3’UTR may be altered
by SNPs. We therefore investigated whether LPL 3’UTR SNPs could modulate plasma TG
concentration through the alteration of miR binding-sites.

Methods and Results-We performed genetic association studies of LPL 3’UTR SNPs with
TG concentrations in 271 type 2 diabetic patients and in general population samples (2997
individuals). A specific LPL haplotype (Hap4) was associated with lower plasma TG
concentration (TG -0.18,1C95%[-0.30,-0.07]mmol/L. or logTG-0.13,IC95%[-0.18,-0.08],
p=4.77.10"%) in the meta-analysis. Hap4 comprises seven 3’UTR SNP minor alleles and
p.Serd74Ter (rs328) a well-documented nonsense mutation associated with low TG
concentration although by an unknown mechanism so far. Bio-informatic studies identified
several putative miRNA binding-sites on the wild-type Hapl haplotype, lost on Hap4.
Functional validation performed in HEK-293T cells using luciferase expression constructs
with various LPL 3’UTR allele combinations demonstrated a binding of miR-29, miR-1277
and miR-410 on Hapl, lost on Hap4. This loss of specific miR binding-site in presence of
Hap4 was independent of the allelic variation of p.Ser474Ter (rs328).

Conclusions-We report the regulation of LPL by the miR-29, miR-1277 and miR-410 that is
lost in presence of Hap4, a specific LPL TG-lowering haplotype. Consequently p.Ser474Ter
association with TG concentration could be at least partially explained by its strong linkage
disequilibrium with these functional 3’UTR SNPs.

Key Words : lipoprotein lipase, lipids, triglycerides, haplotype, SNP, microRNA



Introduction

Lipoprotein lipase (LPL) is a key enzyme which regulates plasma triglyceride (TG) lipolysis
and thereby the kinetics of TG rich lipoproteins. LPL expression is tightly regulated at both
transcriptional and post-transcriptional levels involving complex environmental and genetic
mechanisms which remain partially unknown (1). The LPL 3’UTR was suggested to play an
important role in the down-regulation of LPL translation both in vivo and in vitro (2, 3). This
may result from a loss of post-transcriptional down-regulation by miRNAs (miR) (4). SNPs
within the recognition sequence of miR can modify miR binding sites, leading either to
down/up-regulation of the target mRNA (5-7). Genetic association studies identified multiple
non-coding single nucleotide polymorphisms (SNPs) in LPL associated with plasma TG
concentration (8-10). It was recently suggested that some of those SNPs located in the LPL
3’UTR may modulate the binding of miRs (5).

By conducting association studies in the LPL 3’UTR, we identified an haplotype associated
with low TG concentration. Haplotype 4 (Hap4) harbors seven 3’UTR LPL SNPs and also
comprises the well-known rs328, p.Ser474Ter (previously described as S447X) variant that is
strongly associated with an increase of LPL mass, LPL activity and lower TG concentration
(11-13).

We functionally tested the SNPs making up this haplotype and identified a set of miRNA

which down-regulation was lost in the presence of the Hap4 haplotype.



Materials and methods

Type 2 diabetic patient cohort and population studies

182 unrelated type 2 diabetic patients from the DIACOR cohort were recruited in the
department of endocrinology and metabolic diseases of Louis Pradel Hospital in Lyon,
France. Detailed inclusion and exclusion criteria are available in reference (14). The 182
patients were classified in 2 groups, normotriglyceridemic (group N, 68 patients) or mildly
hypertriglyceridemic (group M, 114 patients), depending on their fasting triglyceride values
at inclusion. An additional group of 89 unrelated European descent type 2 diabetic patients
(group S) was studied. These patients had documented type 2 diabetes and had documented
hyperchylomicronemia (TG>15 mmol/L), as previously described (15). Baseline
characteristics and lipid parameters are presented in Supplemental Table 1. A written
informed consent was obtained from all the included patients and this study had the approval
of our local ethics committee. In addition, four polymorphisms rs328, rs13702, rs1059611,
1s10645926, Refseq accession number NM_000237.2, were genotyped in four French
population samples wusing KASPar technology (KBioscience, Hoddesdon, UK):
MONICA(n=852) (18), MONA LISA (n=1194) (19), PRIME (n=594) (20) and CES (n=357)
(unpublished data). Detailed cohort characteristics and statistical analysis are available in

Supplemental Material.

LPL 3°UTR polymorphisms analysis

Genomic DNA was extracted as previously described (16). Prior to denaturing High
Performance Liquid Chromatography (dHPLC) sequence analysis, LPL genomic DNA
(0.2ng) was subjected to PCR with 9 primers pairs detailed in Supplemental Table 2. PCR
products were analyzed for sequence variations by dHPLC on a Wave (Transgenomic,

Glasgow, UK). Direct sequencing was performed on variant LPL 3’UTR sequences on
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CEQ2000 DNA analysis system (Beckman-Coulter, Villepinte, France) with forward and
reverse primers using the CEQ-DTCS QuickStart kit (Beckman-Coulter, Villepinte, France).

Haplotype reconstruction was performed using PHASE software (17).

Bio-informatic studies
We compared the miRNA binding-site predictions of 2 software programs for miRNA target
prediction : PITA (21) and RegRNA (22) whose characteristics are summarized in a previous

study (7).

LPL 3’UTR Luciferase constructs

Two sequences containing the full 3’UTR of human LPL mRNA and 90 nucleotides
upstream of the stop codon (with p.Ser474Ter SNP), were synthesized (GenScript,
Piscataway,USA), corresponding either to LPL Haplotype 1 (Hapl) or to LPL Haplotype 4
(Hap4). The 2 sequences were cloned into the pEZX-MTOI vector downstream a firefly
luciferase reporter gene. The Renilla luciferase, encoded by the same vector, was used as an
internal control for the dual-luciferase assays.

To determine the individual effect of rs328, site-directed mutagenesis was performed with
QuickChange II Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technology, Evry, France). All

constructs were confirmed by sequencing.

LPL Luciferase reporter assays

Human cell lines HEK-293T (Human Embryonic Kidney cell line, ATCC® CRL-11268™),
were cultured at standard condition as previously described in reference (7). For miRNA
over-expression studies, HEK-293T cells were co-transfected with 800ng of pEZX-MTO1

vector and 200 ng of miRNA precursors (pEZX-MRO04 vectors) (GeneCopoeia™, Labomics
5



S.A, Nivelles, Belgium) or miR-CTRL. HEK-293T cells were transfected with 1 pg of
pEZX-MTO1vector alone or co-transfected with a specific mature miRNA inhibitor (miR-3p
or miR-5p) or a negative control inhibitor (miRCURY LNA™ Power microRNA inhibitor,
Exiqon, Vedbaek, Danemark). All transient transfection was performed with ExGen500
(EUROMEDEX, Lyon, France) and luciferase activity was measured as previously described

(7). All transfection experiments were performed in triplicate and repeated three times.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 13.0 software. Continuous variables were
expressed in mean +/- standard error of the mean (SEM) and categorical variables as
frequencies and percentages. Log-transformation was performed for skewed variables such as
triglycerides (crude data were shown in the results). Means of quantitative variables were
compared using one-way ANOVA test or Student’s t-test, while categorical variables were
analyzed with the Chi-squared test or Fisher’s exact test when effectives were under 10. A p

value of < 0.05 (two sided) was considered to be significant.



Results

Identification of LPL haplotype Hap4 associated with normotriglyceridemia in type 2
diabetic patients

In order to identify the SNPs in the LPL 3’UTR associated with plasma TG concentration in
the LPL 3’UTR, we firstly performed a genetic analysis in 3 groups of type 2 diabetic
patients (n=271): normotriglyceridemic (group N, n=68), mildly hypertriglyceridemic (group
M, n=114) and severe hypertriglyceridemic (group S, n=89). Seven 3’UTR SNPs were
differentially distributed according to TG status (Supplemental Table 3). We additionally
studied the distribution of p.Ser474Ter, known to be in significant linkage disequilibrium
with most of the seven 3’UTR SNPs identified (23). We identified a higher frequency of the
minor alleles of the 8 SNPs in the normotriglyceridemic patients compared to patients either
with moderate hypertriglyceridemia or history of severe hypertriglyceridemia (Supplemental
Table 3). We also performed bioinformatic haplotype reconstruction for the 8 identified SNPs
using PHASE software. Amongst the 9 most frequent haplotypes identified, one variant
haplotype (Hap4), harbouring the variant allele of each 8 SNPs, was present exclusively

among the normotriglyceridemic patients (8.5%) (Table 1).

Hap4 associates with lower TG levels in population studies

We attempted to replicate the association between the Hap4 haplotype and TG in 4
independent general population samples. We assessed the effect of the 4 SNPs identified on
our Hap4 LPL haplotype (p.Serd74Ter (rs328), rs13702, rs1059611 and rs10645926) on
plasma TG levels in MONICA (n=852), MONA LISA (n=1194), PRIME (n=594) and CES
(n=357) cohorts. We also studied the linkage disequilibrium among these four SNPs in the
MONA LISA study which shows a strong LD between rs328, rs1059611, rs10645923 and to

a lesser extent with rs13702 (Supplemental Figure 1A). The other SNPs of Hap4 haplotype
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were not studied as they are in strong linkage disequilibrium according to the 1000 genomes
data (Supplemental Figure 1B). The minor alleles of each SNP were also significantly
associated with lower plasma TG levels (1.2x107 < p < 4.5x10) (Supplemental Figure 2)
without evidence of significant heterogeneity among studies. In addition, we performed a
meta-analysis in 2997 individuals comparing the 4 SNPs with the 1111 wild type haplotype
(containing all major alleles). The 2222 haplotype (containing all minor alleles) and
corresponding to the LPL Hap4 haplotype was significantly associated with lower plasma TG
levels (logTG-0.13, 1C95% [-0.18,-0.08] p=4.77.10% TG -0.18, 1C95% [-0.30,-0.07]

mmol/L) (Figure 1).

These results in humans confirm the existence of a minor TG-lowering LPL haplotype
comprising 3’UTR SNPs and the p.Ser474Ter polymorphism in human general population.

We subsequently focused our study on Hap4 functionality.

Bioinformatic prediction of LPL Hap4 haplotype impact on miR binding sites

We used 2 prediction software tools to investigate the putative impact of LPL Hap4 haplotype
on miR target-sites (Supplemental Table 4). Several miR binding-sites were predicted to be
disrupted in presence of LPL Hap4 compared to the LPL wild-type Hapl haplotype (Figure
2). We identified multiple binding sites for the miR-29 family potentially lost in presence of
the minor SNP alleles present on Hap4 haplotype, including rs328. The alignments between

of the miR and the LPL wild-type sequence are shown in Supplemental Figure 3.

Expression profile of candidate miR in adipose tissue and HEK-293T cell line
The relevance of candidate-miR for LPL regulation was established by assessing adipose

tissue expression of the selected miRs. The candidate miRs were found expressed in the 3
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human visceral adipose tissue samples tested. These tissues were obtained from surgical
biopsies performed during digestive surgeries. We chose HEK-293T cells to design the
subsequent functional assays and verified that this cell line also expressed all candidate miRs
with a similar profile as in adipose tissue (Supplemental Figure 4).

Multiple miR binding on LPL Hapl, disrupted on Hap4 haplotype

In order to determine the functionality of candidate miR binding-sites, HEK-293T cells were
transfected with pEZX-MT-01 luciferase reporter vector containing either LPL Hapl or LPL
Hap4 haplotype. Results showed a significantly reduced luciferase activity with LPL Hapl
construct compared to the LPL Hap4 construct (-32+/-7%,p<0.001) (Figure 3A) suggesting a

down-regulation of the reporter gene induced by Hapl compared to Hap4.

Subsequently, HEK-293T cells were co-transfected with LPL-luciferase reporter constructs
(either Hapl or Hap4) with the individual candidate-miR precursors (miR-29a, miR-29bl,
miR-136, miR-410, miR-579, miR-1277, miR-3174) or a control mimic (miR-CTRL) to

decipher the contribution of each miRNA.

In co-transfection experiments of the wild-type Hapl construct, with either miR-29a, miR-
29b1, miR-410 and miR-1277, we observed a significant decrease in luciferase activity,
compared to miR-CTRL (Figure 3B). When the same miRs were co-transfected with the
Hap4 construct, luciferase activity was not significantly different from miR-CTRL (Figure
3B). By contrast, co-transfection experiments of miR-136, miR-579, miR-3174 and with
either Hapl or Hap4 constructs did not modify luciferase activity compared to miR-CTRL

(Supplemental Figure 5).



These data demonstrates the presence of functional binding sites for miR-29a, miR-29b1,
miR-410, and miR-1277 on the human LPL transcripts harboring the wild-type Hapl

haplotype, disrupted by the minor alleles of the Hap4 haplotype SNPs.

Assessment of miRs endogenous functionality on the Hap1 construct

The Hapl or Hap4 luciferase expression vectors were co-transfected with specific miR
inhibitors (anti-miR) or anti-neg in HEK-293T cells. Compared to anti-neg, luciferase
activity from Hapl construct was significantly increased in presence of anti-29a-3p and anti-
29a-5p and anti-410-3p, to a similar level as from the Hap4 construct (Figure 3C). Luciferase
activity from Hapl construct was unchanged in presence of anti-29b-3p and miR-1277-3p

and only partially restored in presence of anti-29b-5p (Figure 3C).

p-Serd74Ter is not involved in the miR regulation of LPL Hap1 or Hap4 haplotype.

Our bio-informatic study identified a potential loss of miR-29a and miR-29b1 binding sites in
presence of the p.Ser474Ter (rs328) minor allele (Figure 4). We mutated the Hap4 construct
to re-introduce the major C allele (Hap4-rs328C construct) and tested whether the rs328C

allele specifically restored miR-29a and miR-29b1 binding.

In co-transfection experiments with Hap4-rs328C, luciferase activity was similar in presence
of miR-29a or miR-29b1 compared to miR-CTRL (Figure 4A). Therefore, the rs328C allele
does not restore miR-29a or miR-29b1 or binding on Hap4 LPL haplotype. Conversely, we
mutated the Hapl construct to introduce the minor G rs328 allele (Hap1-rs328G construct)
and tested whether the rs328G allele specifically suppressed miR-29a and miR-29b1 binding.

As observed with Hapl construct, luciferase activity from Hapl-rs328G construct was
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significantly decreased in presence of miR-29a or miR-29b1 compared to miR-CTRL (Figure
4A). Therefore, the rs328G minor allele does not suppress miR-29b1 or miR-29a binding on
Hapl LPL haplotype. These results indicate that the rs328 area is not targeted by miR-29bl
or miR-29a.

Moreover, in HEK-293T cells the luciferase activity of Hap1-328G or Hap4-328C constructs
were not significantly different from those of Hapl and Hap4 constructs respectively (Figure
4B). These results indicate that p.Serd474Ter (rs328) does not bind any endogenous miR

expressed in HEK-293T cells and is therefore not involved in LPL Hap1 miR regulation.

Discussion

We identified a specific LPL haplotype (Hap4), combining the minor alleles of 8 SNP in
strong linkage disequilibrium, closely associated with lower TG concentrations in 4 general
population samples. We further established that the Hapl (wild type) haplotype endowed
functional binding sites for miR-29a, miR-29-b, miR-410 and miR-1277 and demonstrated
that these binding sites were abolished by genetic variation within Hap4 haplotype. The
losses of miRNA regulation in the LPL Hap4 haplotype carriers could increase LPL
expression resulting in reduced plasma triglyceride levels in these subjects.

In agreement with our results, a LPL haplotype, similar to Hap4, named 19-4 was previously
studied by Goodarzi et al.: carriers exhibited a significant increase of post-heparin LPL
activity and HDLc concentration and a mild, although non-significant, decrease in plasma TG
concentrations (23). In addition, some of the SNPs variants present on the LPL Hap4
haplotype were previously found to be associated with low plasma TG concentration. The
p-Serd74Ter (rs328) was the first and most documented variant (11), followed by some

3°’UTR variants: rs13702 (5, 8, 24-28), rs15285 (8), rs1059611 (28-30), rs3208305 and
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1$3735964 (28). Interestingly, the variant rs1059611 was subsequently found to be associated
with a significant increase of LPL mass (29).

There is growing evidence that 3’UTR polymorphism may modulate the regulation of gene
expression by miRNA, as recently shown for gene involved in TG metabolism (5, 7). We
provide evidence that the common human LPL 3’UTR is targeted by several miRs, which
may cooperatively down-regulate LPL gene expression as shown for other genes (22, 31).
Given the high degree of linkage disequilibrium between alleles of the SNPs from the Hap4

haplotype, these data suggest that a wide variety of different miRs would interact in a parallel manner
across these sites, even though some are widely separated physically.

We therefore tested whether the loss of miR regulation in Hap4 resulted from the
p.Ser474Ter (rs328) variation. The p.Ser474Ter variant was a well-established putative
candidate to drive the TG lowering effect of the Hap4 haplotype (11-13). A direct effect of
the p.Serd74Ter variant was suggested by LPL overexpression study in mice (13). However,
extensive functional analysis of LPL-p.Ser474Ter mutant failed to identify a “gain of
function” which could account for a TG lowering effect (11, 32, 33). Interestingly, another
study showed that the rs328 minor allele was associated with an increase in LPL translational
efficiency, either alone, or in association with 3’UTR variants within the 19-4 haplotype (34).
Our bioinformatics analysis of the p.Ser474Ter (rs328) area predicted a binding site for the
miR-29 family within Hapl but not Hap4 (Figure 2). ). We demonstrated that the observed
regulation of Hapl by the miR-29 family was independent on the rs328 allele status and
consequently that the p.Ser474Ter (rs328) area on LPL mRNA is not involved in miRs
regulation in HEK-293T cells. Our findings provide a mechanistic explanation consistent
with previous studies suggesting that the putative p.Ser474Ter “gain of function” may at least

partially result from linkage disequilibrium with 3’UTR variation (24, 35).
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In summary, this work provides functional evidence for a post-transcriptional regulation of
wild type LPL by a specific set of miRNA. Moreover, we confirm in 4 French general
population samples the association with low plasma TG concentration with the specific Hap4
haplotype, as previously reported for the haplotype 19-4 in a Mexican-American population.
We further demonstrate a loss of multiple miRNA target sites on Hap4 haplotype likely to
account for an increased LPL activity leading to lower plasma triglyceride concentration.
Thereby, our results provide an explanation for the association of low plasma TG
concentrations with the p.Ser474Ter (rs328) variation present on the Hap4 haplotype. Finally,
this study highlights a complex LPL miR regulation and provides an additional layer of

complexity in TG metabolism regulation.
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Figures legends

Figure 1. Meta-analysis of the effect of LPL haplotype 4 on TG concentration.

LPL haplotype combining the 4 SNPs (rs328, rs13702, rs1059611, rs10645926) were studied
in 4 general population samples MONICA (n=852), MONA LISA (n=1194), PRIME (n=594)
and CES (n=357), total number of individuals: 2997. Beta coefficient of LogTG
concentration for haplotype 2222 corresponding to Hap4 and harboring all 4 SNP minor
alleles compared to wild-type haplotype 1111 (Hapl). The test for heterogeneity was not
significant (p=0.89). Heterogeneity quantified the effect of inconsistency across the studies

and was calculated using Cochrane Q test with 3 degrees of freedom.

Figure 2. Putative loss of miRNA binding sites induced by LPL Hap4 haplotype.

Bio-informatic analyses identified several putative miRNA binding sites that may be

disrupted by the minor alleles of the Hap4 haplotype SNPs.

Figure 3. Multiple miR binding on LPL Hap1, disrupted on Hap4 haplotype

Expression of LPL Hapl and Hap4 luciferase constructs in HEK-293T cells. (A) Basal
expression showed as raw luciferase activity. (B) Co-transfection with the precursor of
candidate miRNA (miR-29a, miR-29b1, miR-410 or miR-1277) compared to control mimic
(CTRL). Data are expressed as luciferase activity relative to control samples. (C) Co-
transfection with specific miRNA inhibitors (anti-miR) or negative control (anti-neg). Data
are expressed as luciferase activity relative to control (Hap1 anti-neg). All experiments were
performed in triplicates, p values were determined by Student’s t test. *p<0.05, **p<0.01,

*#%p<(.001.
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Figure 4. p.Serd474Ter (rs328) is not involved in the miR regulation of LPL Hap1l or Hap4

haplotype.

Assessment of p.Ser474Ter effect from LPL Hapl-rs328G and Hap4-rs328C expression in
HEK-293T cells, obtained by introducing rs328 minor (G) or major (C) allele in Hapl and
Hap4 construct respectively. (A) Co-transfection with miR-29a and miR-29b1 precursor
compared to control (CTRL). Data are expressed as luciferase activity relative to control
samples. (B) Basal expression of Hapl, Hapl-rs328G, and Hap4, Hap4-rs328C constructs
showed as raw luciferase activity compared to control Hap1. All experiments were performed

in triplicates, p-values were determined by Student’s t test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Table legend

Table 1. Haplotype reconstruction from 271 type 2 diabetic patients

The most frequent haplotypes (frequency >1%) are reported in the table. The miscellaneous
haplotypes correspond to the haplotype predicted with a frequency <1%.

N: normotriglyceridemic , M : mildly hypertriglyceridemic, S: severely hypertriglyceridemic
1 : major allele, 2 : minor allele. The LPL Haplotype 4 corresponds to the minor allele of all 8
SNPs: rs328 (NC_000008.10:2.19819724C>G), 1rs3208305

(NC_000008.10:2.19823648 A>T), rs1803924 (NC_000008.10:2.19823674C>T), rs3735964
(NC_000008.10:2.19824045C>A), rs13702 (NC_000008.10:2.19824492T>C), rs1059611
(NC_000008.10:2.19824563T>C), rs10645926

(NC_000008.10:2.19824626 19824627insTT) and rs15285

(NC _000008.10:2.19824667C>T), Refseq accession number NM_000237.2
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Haplotype frequency (%)
LPL
o
w| x| < -
Haplotype SRS a8 B w
w &S| A2 2| T &| Total N M S
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e en v [ag) — - - -
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Hapl1 1|11 jtr{r{1rj1rj|1y| 708 61.2 | 70.1 77.7
Hap2 I |2 (1|1 {2 |1]1}]2] 110 13.2 11.1 9.0
Hap3 L1 (1|21 |1]1]1 2.4 2.2 3.5 0.9
Hap4 21212122222 2.0 8.5 0 0
Hap5 L2 (1|11 ]1]1][1 1.8 1.0 2.7 1.1
Hap6 rjr|trjr{2{1j1j2 1.6 0.0 2.7 1.1
Hap7 L1 (1|1 (2|1]1]1 1.4 0.7 0.0 2.9
Hap8 2022121222 1.4 0.8 2.5 0.0
Hap9 L2212 |1]1]2 1.0 1.3 0.2 1.9
Miscellaneous haplotypes 6.6 11.1 7.2 54
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Multiple microRNA regulation of Lipoprotein Lipase gene abolished by 3’°UTR
polymorphisms in a Triglyceride-lowering Haplotype harboring p.Ser474Ter

Supplementary data

Supplemental material

French general population studies

Population

Four polymorphisms (p.Ser474Ter (rs328), rs13702, rs1059611, rs10645926) were studied in
four French population samples (MONICA, MONA LISA, PRIME, CES). The MONICA
participants (n=852), were recruited within the framework of the WHO-MONICA project
previously described in reference (1). MONA LISA (Monitoring National du Risque Artériel;
National Monitoring of Arterial Risk) is a population-based, cross-sectional study of a
representative sample of 1194 participants (aged 35-74) recruited from within the Lille urban
area in northern France, described in reference (2). PRIME study is a population-based,
prospective cohort designed to identify risk factors for coronary heart disease, as described
previously (3). The present study includes 594 European-Caucasian men aged 50-59
available from the Lille center only. CES is composed of 357 non-obese (BMI<30 kg/m )
men and women (77%) aged 18-65 years (mean age 40), recruited in the Centre de Prévention
et d'Education pour la Santé (CPES) in the Institut Pasteur de Lille (France). The appropriate
ethic committees approved all study protocols and all recruited subjects provided written

informed consent.

Statistical analysis



Data were analyzed using Statistical Analysis Systems software, version 9.1 (SAS Institute,

Cary, NC). Associations with p < 0.05 were considered significant. Before analysis, the TG

values were log-transformed to obtain normal distributions. Subjects taking lipid-lowering

drugs were excluded from all analyses. Linear regression analyses using a general linear
model were performed to analyze the associations between the LPL SNPs and TG
concentrations. Adjustment variables were age, BMI and sex for all studies except for PRIME

(age and BMI only). Haplotype analyses were based on the maximum likelihood model linked

to the SEM algorithm (4, 5) and performed using Thesias software developed by INSERM

U525, Paris, France (http://ecgene.net/genecanvas). For the meta-analysis, we combined the

data of all studies using the R software metafor package and a random effect model.

Associations with p < 0.05 were considered significant.
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Supplemental Figure 1. Linkage disequilibrum among LPL SNPs

(A) Linkage disequilibrium (LD) among 4 LPL SNPs (rs238, rs13702, rs1059611,
rs10645926) in the MONA LISA study (n=1194). (B) Linkage disequilibrium (LD) among 9
LPL SNPs in the 1000 Genomes project database. D’ and r? values were calculated using
Haploview software. D’ values are represented by a colour (red (0.95<D'<1)) and r values are

given within the diamonds (0.02 (no LD) <r <1 (high LD)).
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Supplemental Figure 2. Meta-analysis of individual effects of LPL SNPs from Haplotype

4 on TG concentration in general population samples.

Beta coefficient of LogTG concentration for (A) p.Serd74Ter (rs238), (B) rs13702, (C)

rs1059611 and (D) rs10645926 minor alleles in 4 independent general population samples

MONICA(n=852), MONA LISA (n=1194), PRIME (n=594) and CES (n=357). The test for

heterogeneity was not significant (p=0.89.Heterogeneity quantified the effect of inconsistency

across the studies and was calculated using Cochrane Q test with 3 degrees of freedom.



miRNA: 3' auuGGC-UAAA-GUCU----ACCACGAu 5'
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Supplemental Figure 3. miRs binding-site alignment with the wild-type LPL 3’UTR

sequence.

Each SNPs major allele localization is identified by a red character in the LPL target sequence

according to RegRNA software data.
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Supplemental Figure 4. Expression profile of candidate miRNAs in adipose tissue and

HEK-293T cells.

Total RNA from HEK-293T, or human visceral adipose tissue from surgical biopsies of 3
controls subjects (generous gift from team2 CarMen laboratory, Pierre Bénite) was isolated
using TriPure Isolation reagent (Roche Applied Science) in accordance with the
manufacturer’s instructions. miRNA-specific reverse transcription was performed with 500ng
of purified total RNA, using the TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit (Life
Technologies) and miRNA qPCR using TagMan 2x Universal PCR master Mix, (Life
Technologies) on Rotor-Gene Q thermocycler (QIAGEN). Data for miR-1277 expression
could not be obtained due to the commercial unavailability of primers. miRNA expression
was expressed in I/cycle threshold, proportional to the miRNA concentration. All

experiments were performed in triplicate.
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Supplemental Figure 5. miR-136, miR-1374 and miR-579 do not target LPL Hap1 or

Hap4 haplotype.

Expression of LPL Hapl and Hap4 luciferase constructs in HEK-293T cells co-transfected
with the precursor of candidate miRNA (136, 1374 or 579) compared to control mimic
(CTRL). Data are expressed as luciferase activity relative to control samples. All experiments

were performed in triplicates, p values were determined by Student’s t test.



Supplemental Tables

Supplemental Table 1. Baseline clinical characteristics and lipid parameters of the 271

type 2 diabetic patients according to their plasma triglyceride concentration.

Group N | GroupM | Group S
p value
n=68 n=114 n=89

Age (years) 554+87 |552+76 | 51.7t114 | 0.013
Sex : M/F 55/13 70/44 65/24 0.016
BMI (kg/m°) 280+4.7 | 305+5.6 | 30.6+53 0.114

Hbalc (%) 89+23 | 9.1+2.1 85+24 0.218
TC (mmol/l) 50+09 | 5.7+1.0 7.6+43 <0.001
HDLc (mmol/l) | 1.2+04 | 1.0+0.2 0.8+0.3 <0.001

LDLc (mmol/l) | 33+0.8 | 3.6+0.9 3.1+1.7 0.010
TG (mmol/l) 1.1+02 | 28+1.2 | 10.1+11.0 | <0.001

Group N : normotriglyceridemic , Group M : mildly hypertriglyceridemic , Group S : severely
hypertriglyceridemic (TG>15 mmol/L), BMI: body mass index, M: male, F: female, Data are
expressed as means +/—SEM. p-value were determined by one way ANOVA test for

quantitative variables or Chi test for categorical variables.



Supplemental Table 2.

Primers sequence and PCR condition used for LPL sequencing

LPL Primer Sequence t?nlll:)l::;itllll%e

Exond LPL-ex9-F | 5-CTTTGTGAACAGTGCTTTTGATTG-3’ s6300
LPL-ex9-R | 5-GCTGGTGATGGGGTGAA-3’
LPL-ex10-F1 | 5-GCGGGAATTGTAAAACACTCA-3’ ]
LPL-ex10-R1 | 5’-TTTTAACGTTGGAGGATGTGC-3’ e
LPL-ex10-F2 | 5-TTATGGGGTATAGTGGCCAAA-3’ ]
LPL-ex10-R2 | 5~AAAACATCATTCATACTGCTGTGTAG-3’ 20.5°C
LPL-ex10-F3 | 5’-CGGCACGAATCAGACTCA-3’ ]
LPL-ex10-R3 | 5’~AAAAAGAAGGGGGAGAGAGG-3’ 20.3°C
LPL-ex10-F4 | 5>-TAGGCTTTATCGTTTATTGCTTAAT-3’ ]
LPL-ex10-R4 | 5>-TCATGTCAAAGCCAGGAACA-3’ >

Xm0 bl ex10-F5 | 5-CAGTTGTACTTCCAGTGCGTCT-3" 61.4°C,
LPL-ex10-R5 | 5>~ ACGTAGAAGAGCATTCTGAAAAA-3 (-0.5°Clcycle)
LPL-ex10-F6 | 5>~ AACAACTAATCAAGAGTGAGTGAACAA-3’ .
LPL-ex10-R6 | 5-TCAGAGAAAGGGTCGAAGTTCT-3’ 82C
LPL-ex10-F7 | 5~AGTAGAAATTGTTCCTGATGTGC-3’ ]
LPL-ex10-R7 | 5-GTAAAGCCAGAACATCCTTGAT-3’ 207C
LPL-ex10-F8 | 5>-TCTGGCTCCGAAAAACTTTG-3’ 61°C,
LPL-ex10-R8 | 5-TGCTGAGTGAATCTGACCTAAGAA-3’ (-0.5°C/cycle)

PCR was performed with Tag-polymerase (25 mU/ul) (Optimase, Transgenomic), primers

(0.4 umol/1 each), MgCI2 (1.5 mM/I), and ANTP (0.2 um/l). A total of 30 cycles were

performed at a denaturing temperature of 95°C for 30 seconds followed by an annealing

temperature for 30 seconds and an extension temperature of 72°C (40 sec)




Supplemental Table 3. Allele frequency of p.Ser474Ter and LPL 3°’°UTR SNPs

significantly associated with hypertriglyceridemia in a sample of 271 type 2 diabetic

patients.
Group N Group M Group S
n=68 n=114 n=89
minor allele minor allele minor allele
SNP rs ID HGVS rs ID p
n (frequency) | n (frequency) | n (frequency)

c.1421C>G;
rs328 20 (15) 13 (6) 53) <0.001

p.-Ser474Ter
rs3208305 c.*827A>C 46 (34) 48 (21) 27 (15) <0.001
rs1803924 c.*853C>T 21 (15) 15(7) 9(5) <0.01
rs3735964 c.*1224C>A 23 (17) 21 (9) 6(3) <0.001
rs13702 c.*1671T>C 41 (30) 33 (14) 33(19) <0.01
rs1059611 c.*¥1742T>C 20 (15) 11 (5) 7(4) <0.001
rs10645926 | c.*1805 *1806insTT 20 (15) 11(5) 7(4) <0.001
rs15285 c.*1846C>T 42 (31) 46 (20) 24 (13) <0.01

Group N : normotriglyceridemic, Group M : mildly hypertriglyceridemic, Group S : severely

hypertriglyceridemic, mA: minor allele. p-value were obtained with Chi test. All genotype

distributions were in Hardy—Weinberg equilibrium
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Supplemental Table 4. Score predictions of miRNA binding potentially disrupted by

SNPs of the LPL Hap4 haplotype.

RegRNA score* PITA score*
SNP MicroRNA
MA mA MA mA
miR-29a-5p 143 <120 No binding No binding
1s328 miR-29b-1-5p 135 122 No binding No binding
miR-29b-3p 128 120 No binding No binding
rs3208305 No binding No binding | No binding | No binding No binding
rs1803924 miR-579-3p 151 <120 -10.8 -8.5
r$3735964 miR-1277-3p 148 <120 NT NT
rs13702 miR-410 154 <120 -11.43 No binding
miR-136 151 <120 -12.2 No binding
rs1059611 miR-29a-3p 133 <120 -16.2 -4.28
miR-29b-3p 125 <120 -16.2 -0.37
miR-29a-3p 149 149 -14.22 -1.52
rs10645926
miR-29b-3p 161 161 -1.08 -0.58
miR-3174 147 <120 NT NT
rs15285
miR-29b-3p 121 <120 No binding No binding

MA : SNP major allele, mA : SNP minor allele NT: not tested (the miRNA sequence is not

tested by the software).* Indicative relevant score threshold : RegRNA >160, PITA <-10.

11




3 DISCUSSION

3.1 IMPORTANCE DES POLYMORPHISMES DES GENES IMPLIQUES DANS LA
REGULATION DE LA LIPOLYSE INTRAVASCULAIRE

De nombreux variants du geéne de la LPL ou de ses geénes régulateurs sont
significativement associés a la concentration plasmatique des triglycérides (revu dans la
premiere partie de ce travail). Ces polymorphismes sont localisés aussi bien en région codante
et non codante. Ces associations suggérent que ces polymorphismes sont susceptibles de

réguler ’activité de la LPL et d’influencer ainsi les concentrations de TG plasmatiques.

Toutefois, la majorité des polymorphismes identifiés n’apporte pas de preuve de leur
fonctionnalité. Un hiatus persiste entre le nombre de SNPs associés aux concentrations de TG
mis en évidence par le génotypage de masse des populations et le nombre de polymorphismes
pour lesquels la fonctionnalité est prouvée. Cet écart pourrait s’expliquer par I’existence de
polymorphismes non fonctionnels en déséquilibre de liaison avec un ou plusieurs autres SNPs
fonctionnels, localisés sur le méme geéne ou a distance. Nos travaux suggerent par exemple
que I’association trés significative du variant p.Serd74Ter (rs328) de la LPL, pourrait étre au
moins en partie liée a son déséquilibre de liaison avec des polymorphismes fonctionnels de la

région 3°’UTR de la LPL.

Alors que la fonctionnalité de la plupart des polymorphismes des régions codantes a fait
I’objet de nombreuses études, celle de la majorité des polymorphismes des régions non
codantes n’a pas été explorée. Ces polymorphismes pourraient interagir avec des facteurs de
régulation a plusieurs niveaux tels que la transcription, 1’épissage ou la stabilité des ARNm.
Ils pourraient également étre impliqués dans des mécanismes de régulation de 1’expression
des geénes non connus a ce jour. Ainsi, la découverte des miRs apporte de nouvelles
perspectives pouvant expliquer la fonctionnalité¢ de polymorphismes des régions 3’UTR. Nous
avons démontré le role d’un polymorphisme du géne APOAS et de plusieurs polymorphismes
de la LPL dans la régulation de leurs expressions via des modifications de site de liaison de
miRs. Ceci suggere que d’autres polymorphismes de ces génes ou d’autres génes impliqués

dans la régulation de la LPL puissent également interagir avec les miRs.
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3.2 AUTRES GENES OU POLYMORPHISMES POTENTIELLEMENT REGULES PAR LES
MICROARNS

3.2.1 APOC3

L’importance de variants génétiques d’APOC3 a derni¢rement été mise en évidence par
I’identification de mutations perte de fonction de ce geéne inhibiteur de la LPL. Les sujets
porteurs de ces mutations présentent une triglycéridémie basse et une diminution du risque
cardiovasculaire (280,281). Inversement, d’autres polymorphismes d’APOC3 sont associés a
une augmentation des concentrations de TG plasmatiques. En particulier le polymorphisme
c.*40G>C (rs5128, Sstl), localis¢ en région 3°UTR, est ¢étroitement associé aux
hypertriglycéridémies dans de nombreuses études. En revanche, sa fonctionnalité n’est pas
clairement ¢lucidée a ce jour ; mais les patients porteurs de 1’allele mineur (S2) ont une
concentration d’apoC-III plasmatique plus importante que les non porteurs suggérant une
augmentation d’expression d’APOC3 (293-297). Une des hypothéses possibles serait la perte

de liaison de miR induite par ce polymorphisme.

3.2.2 ANGPTL 3 et4

Les génes ANGPTL 3 et 4 sont ¢galement des candidats potentiels d’une régulation
médiée par les miRs. Tous deux, sont la cible fonctionnelle de miRs. L’interaction entre
ANGPTL3 et le miR-27b a été mise en évidence in vitro. De plus la surexpression hépatique
de miR-27b induit une diminution significative de I’expression d’ANGPTL3 in vivo chez la
souris (569,570). Le miR-1562 réduit également 1’expression d’ANGPTL3 chez le poulet
(571). ANGPTL4 est, quant a lui, la cible du miR-29b in vitro (572). Plusieurs
polymorphismes introniques d’ANGPTL3 sont significativement associés a la triglycéridémie
dans les ¢tudes GWAS. En revanche, curieusement, aucun polymorphisme n’a été identifié
pour ANGPTLA4. Cependant, des variants rares de la région 3’UTR pourraient néanmoins
favoriser les hyperchylomicronémies par la suppression de site de liaison de miR. Cela
induirait une augmentation de 1’expression de ces genes et par conséquent une inhibition plus

marquée de I’activit¢ LPL.
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3.2.3 GPIHBP1, LMF1, APOC2, APOC3

La régulation d’aucun de ces genes par les miRs n’a pas encore ¢té¢ mise en €vidence.
Les études d’associations génétiques n’ont pas non plus identifi¢ de polymorphismes en
région 3’UTR associés a la triglycéridémie et susceptibles d’interagir avec les miRs. APOC1
et APOC2 possédent des régions 3’UTR relativement courtes (respectivement 119 et 311
paires de bases) alors que celle de LMF1 est intermédiaire : 825 paires de bases. Il y a donc
peu d’argument pour une régulation médiée par les miRs. Par contre, GPIHBP1 est constitué
d’une région 3’UTR relativement longue 3’UTR de 1650 paires de base, soit plus d’un tiers
de la longueur total du gene. Cette caractéristique est habituellement rapportée pour les génes
régulés par les miRs (532). Comme pour le géne APOAS, la création d’un site de liaison d’un
miR par un SNP pourrait induire une diminution d’expression de GPIHBP1 et conduire a une

hypertriglycéridémie.

L’implication des miRs avec les polymorphismes des genes impliqués dans la
régulation de la triglycéridémie ajoute un nouveau niveau de complexité dans la régulation de
la lipolyse intravasculaire. La découverte des miRs a permis de mettre en lumiere
I’importance des régions 3’UTR dans la régulation du génome. Etant donné, le nombre de
polymorphismes des régions non-codantes associés a des traits phénotypiques, il est possible
qu’a P’avenir d’autres mécanismes de régulation impliquant les régions non-codantes soient

découverts.

3.3 IMPLICATION DES POLYMORPHISMES DANS L’ACCESSIBILITE DES MIRS POUR
LEURS CIBLES

Du fait de la petite taille de la séquence « seed » d’'un miR permettant sa liaison sur son
ARNm cible, la modification d’une seule paire de base induite par un SNP peut modifier les
sites des liaisons des miRs (9). Cette observation a été a la base de nos travaux et nous a
amené a démontrer 1’implication de plusieurs polymorphismes de la LPL ou du géne APOAS
capable de modifier des sites de liaison soit par une création ou suppression. Des données
complémentaires peuvent laisser penser que les mécanismes sous-tendant les modifications
des sites de liaison des miRs induites par les SNP pourraient étre plus complexes que le

simple mésappariement d’une paire de base au sein de la séquence cible.
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3.3.1 Hypothese de régulation de 'APOA5 par plusieurs microARN

Nos travaux concernant la création de site de liaison du miR-485-5p avec le variant
rare C du rs22667882 d’APOAS ont été les premiers a identifier I’'implication d’un miR dans
la régulation de ce gene. Les travaux de Cui et al, ont ensuite rapporté, la suppression du site
de liaison du miR-3201 par I’allele C du rs22667882 (239). Contrairement a nos observations,
les auteurs concluent que la suppression de site de liaison du miR-3210 explique
I’augmentation de la triglycéridémie chez les porteurs de ’allele C via une augmentation de
I’expression d’APOAS5 (239). Cette observation est contradictoire aussi bien avec nos travaux
mettant en évidence une diminution d’expression du vecteur APOAS muté pour 1’allele C
dans des cellules hépatiques humaines, qu’avec les données de la littérature montrant une

diminution d’expression d’APOAS chez les porteurs de 1’allele C (241-245).

Néanmoins, Cui et al. rapporte des concentrations plasmatiques d’ApoA-V
significativement plus importantes chez les porteurs homozygotes de 1’allele C comparées aux
porteurs de ’allele sauvage T. D’autres études ont observé une augmentation en apparence
contradictoire des concentrations plasmatiques d’ApoA-V parallélement a I’augmentation des
concentrations de TG plasmatiques (revue dans (197)). Une des hypothéses pour expliquer ce
phénomeéne dénommeée le « paradoxe d’APOAS » pourrait €tre la diminution de la
dégradation d’ApoA-V liée a sa liaison importante aux lipoprotéines et a sa capacité de
transfert entre les différentes classes de lipoprotéines lors de la diminution de la lipolyse des

LRTG (197).

Toutefois, la suppression du site de liaison du miR-3201 par ’allele T du rs22667882
illustre la complexit¢ de la régulation des miRs. En effet, plusieurs miRs sont donc
susceptibles d’interagir avec le méme polymorphisme. La suppression du miR-3201, induite
par ce polymorphisme, pourrait ainsi favoriser 1’accessibilité du miR485-5p sur sa séquence

cible (Figure 21).

Enfin, la régulation de I’haplotype 2 d’APOAS pourrait également faire intervenir les
autres polymorphismes de cet haplotype qui interagiraient de maniere a diminuer 1’expression
d’APOAS. Une étude de I’interaction des polymorphismes d’APOAS*2 démontre que la
diminition d’expression d’APOAS est maximale en présence des all¢les rares des trois SNP de
I’haplotype (c.-644C>T, c.-3A>G et ¢.*158C>T) (245). De plus I’association de c.-3A>G et

c.*158C>T ¢était la plus fonctionelle dans cette étude (245). Le polymophisme c.-3A>G est
156



situé¢ trois nucléotides en amont d’un site d’initiation de la traduction dans la séquence
« Kozak » (216), il pourrait favoriser I’action inhibitrice du miR-485-5p. Plusieurs hypothéses
sont possible : soit I'interaction directe du miR-485-5p avec la région 5S’UTR d’APOAS
pouvant former un pont entre les régions 5’UTR et 3’UTR en réprimant ainsi la traduction de
I’ARNm (573) ; ou bien une modification de la structure secondaire de I’ARNm induite par le
laison qui miR en région 3’UTR qui modifierait I’accessibilité¢ d’autres facteurs de régulation

de la région 5’UTR (574) (Figure 21).

L« @5 miR-3201

? S T’W‘Im miR-485-5p

5 -3G APOA5 ARNm SNP1-C SITR

|| de traduction | mmmsp [ | activite LPL | s | Hypertriglycéridémie

Figure 21 Hypothese de régulation de I’haplotype 2 d’APOAS par les microARNSs.

En présence de 'alléle C du SNP1 (c.*158C>T, rs22667882) le site du miR-3201 est supprimé et la
liaison du miR-485-5p est créée. La liaison du miR-485-p pourrait induire la répression de traduction
d’APOAS qui pourrait étre renforcée par son interaction avec l’alléle G du polymorphisme c.-3A>G

du méme haplotype.

3.3.2 Implication des structures secondaires de ’ARNm dans la liaison des
miRs
La liaison des miR-136, miR-3174 et miR-579 prédite par plusieurs logiciels de
prédiction n’a pas été confirmée in vitro. De méme, la liaison prédite in silico des miR-3188

et miR-1255a avec le variant rare du rs22667882 d’APOAS5 n’a pas non plus été confirmée.

La discordance entre les prédictions bio-informatiques et les validations fonctionnelles
suggerent I’implication de facteurs additionnels a ceux classiquement pris en compte par les

algorithmes de prédiction. L’accessibilit¢é des miRs pour leur cible pourrait jouer un rdle
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déterminant dans la reconnaissance des séquences cibles par les miRs. Quelques exemples
d’altération de sites de liaison de miR induite par des polymorphismes localisés a distance de
la séquence de liaison des miRs ont été rapportés. Le polymorphisme c.*1011C>T
(rs9818870) du géne MRAS modifie la liaison du miR-195 alors qu’il est localisé en amont de
son site de liaison (575). Un haplotype du géne ABCC2 induit également la suppression du
miR-379 dans les cellules monocytaires (576). Une des hypothéses avancées par ces équipes
est la modification de la structure secondaire de I’ARNm induite par ces SNPs qui altérerait

ainsi I’accessibilité des miRs.

I est intéressant de noter que la prédiction de la structure secondaire de I’ARNm de
I’haplotype 1 de la LPL est différente de 1’haplotype 4. De plus, la zone comportant le
changement le plus important correspond a la localisation des SNPs de I’haplotype 4
(rs13702, rs1059611, rs10645926 and rs15285) (Figure 22). Ainsi la modification de la
structure secondaire de I’ARNm de I’haplotype 4 de la LPL pourrait contribuer a la
suppression des multiples sites de liaison de miRs en modifiant leurs accessibilités. Cette
hypothése nécessite d’autres études pour étre validée, mais elle concorde avec d’autres études
bio-informatiques et fonctionnelles démontrant 1’importance des structures secondaires et
tertiaires des ARNm pour la liaison des miRs (577,578). Ceci pourrait en partie expliquer les
discordances entre les prédictions in silico des cibles de miR et les validations fonctionnelles
in vitro ou in vivo. Enfin, il est possible que d’autres mécanismes d’interaction a distance de
la séquence «seed » avec des éléments du complexe RISC encore non connus soient

¢galement impliqués.
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Figure 22 Prédictions des structures secondaires de I’ARN des Haplotype 1 et 4 de la LPL.

Les prédictions des structures secondaires des ARN des régions 3’UTR de la séquence sauvage
(Hapl) ou de I’haplotype 4 (Hap4) de la LPL ont été déterminées selon le minimum d’énergie libre
par le logiciel LocARN http://rna.informatik.uni-freiburg.de/LocARNA/Input.jsp (579).
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3.4 REGULATION PHYSIOLOGIQUE DE LA LPL PAR LES MICROARNS

3.4.1 Différentiation et régulation tissu-spécifique de la LPL par de
multiples microARNs

De nombreux miRs sont capables de se lier sur la LPL dans différents modeles
cellulaires. Nos travaux ont confirmé la liaison des miR-410 et miR-29a avec la LPL
précédemment décrite (140,557,558) et ont également démontré la liaison fonctionnelle des
miRs miR-1277a et miR-29b-1. Ces miRs complétent la liste des miRs dont I’interaction avec

la LPL a d¢ja été établie : miR-27a/b, miR-467b, miR-590 (534,534,556,559,560).

Ainsi, la LPL est régulée par plusieurs miRs qui ont été mis en évidence dans
différents types cellulaires. Leurs roles dans la régulation physiologique de la LPL sont
encore peu connus. Il est fort probable que cette régulation joue un réle dans I’expression
tissu-spécifique de la LPL et permette également sa modulation d’expression en fonction du
stade de développement. Les travaux récemment publiés par Mattis er al., démontrent que
I’expression de la LPL diminue parallélement a 1’augmentation de I’expression du miR-29a
au cours du développement hépatique depuis la phase post-natale jusqu’a I’age adulte de la
souris. Ces travaux illustrent donc le réle du miR-29a dans la régulation physiologique de

I’expression hépatique de la LPL (558).

Le miR-29a est également impliqué dans la différentiation des adipocytes en coordonnant
I’expression de la LPL en fonction du stade de différentiation des adipocytes en collaboration
avec le miR-27a (556). De plus, le miR-27a cible le facteur de transcription PPARy lui-méme
régulateur de le LPL. Ainsi, les miR-27a et miR-29a pourrait servir a réprimer I’expression de
PPARYy et de la LPL dans les pré-adipocytes en formant une boucle de régulation dynamique
(556).

3.4.2 Les miRs: possibles acteurs de la régulation nutritionnelle de
I'activité LPL ?

L’expression des miRs est hautement régulée par I’environnement nutritionnel. Par

exemple 1’expression hépatique du miR-467b est significativement diminuée chez les souris
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nourries par un régime riche en graisse et conduit a la suppression de la répression de la LPL.
Les miRs sont différemment exprimés en fonction du régime alimentaire. Les travaux
d’Ortega et al. démontrent qu’un régime enrichis en acides gras polyinsaturés durant 8
semaines, modifie significativement le profil de 11 miRs circulants chez des sujets sains. Ces
variations de miR seraient également associées a des modifications métaboliques. Il a été
observé que 1’augmentation du miR-125a-5p circulant est significativement associée a une

diminution de la triglycéridémie (579).

Parallelement, les facteurs nutritionnels engendrent la modulation de ’activité LPL.
En effet I’expression de la LPL, en particulier dans le tissu adipeux, fluctue en fonction de
I’état nutritionnel. L’activité de la LPL est fortement diminuée en période de jeline alors
qu’elle est stimulée en période post-prandiale (2). Les mécanismes mis en jeu dans cette
régulation sont multiples et encore mal compris. Ils font intervenir divers facteurs tels que
I’insuline ou des facteurs de transcription comme PPARyY et SREBP-1 (revue dans (3)). Le
role d’ANGPTL4 est également déterminant dans la régulation nutritionnelle de I’activité

LPL (67,68).

Il est tres intéressant de noter que ces différents facteurs sont régulés par les miRs
¢galement identifiés comme régulateurs de la LPL. En effet, ANGPTL4 peut étre régulé in
vitro par le miR-29b (572), PPARYy est la cible du miR-27a (556) et SREBP-1 est régulé par
miR-132, miR-185, miR-342 (580) (581) et une étude suggere que le miR-29b pourrait
réguler 1’expression de SREBP-1 via la modification de la méthylation de son promoteur lors

de la lactation chez la vache (582).

Il existe donc un faisceau d’arguments suggérant que les miRs pourraient étre des facteurs
supplémentaires impliqués dans la régulation nutritionnelle de la LPL. Ces miRs
interviendraient a différents niveaux en ciblant directement la LPL ou ses facteurs de
régulation. Ces différents miRs pourraient agir de maniére coordonnée et constitueraient ainsi
des boucles de régulation fines pouvant contribuer a expliquer la complexité de la régulation
de la LPL. Cette nouvelle voie de régulation potentielle encore peu explorée devra étre

confirmée par des études complémentaires.
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3.4.3 miR-29a, LPL et insulino-résistance

L’activité LPL est altérée dans des situations d’insulino-résistance en particulier chez les
sujets diabétiques de type 2 (583). Les mécanismes impliqués sont mal connus et
probablement plurifactoriels. L’expression de la famille du miR-29 dépend également de
I’homéostasie glucidique. L’expression des miR-29a et miR-29b est augmentée dans le
muscle, le tissu adipeux blanc et le foie des rats diabétiques (584,585). Les concentrations
plasmatiques de miR-29a sont également augmentées chez les patients diabétiques de type 2
et lors de diabeéte gestationnel ou lors d’intolérance au glucose (586,587) Il n’est pas
clairement déterminé si ces variations induisent I’insulino-résistance ou bien si elles en sont la
conséquence. Toutefois, il est possible que 1’augmentation de 1’expression du miR-29a, dans
ces situations d’insulino-résistance, puisse contribuer a diminuer I’expression de la LPL et

favoriser ainsi I’hypertriglycéridémie de ces patients.

3.5 PERSPECTIVES DE THERAPEUTIQUE ANTI-MIR

Les thérapeutiques classiquement utilisées dans le traitement des hypertriglycéridémies
modérées telles que les fibrates, la niacine ou encore les statines sont peu efficaces dans le
traitement des hyperchylomicronémies. Le traitement de premicre intention de celles-ci
demeure donc diététique, contraignant les patients atteints a suivre des régimes tres stricts
pauvres en graisse (15 a 25% des apports caloriques). Plusieurs approches différentes visent a
développer de nouvelles thérapeutiques en ciblant différents régulateurs de la LPL (revu dans
(4). La meilleure compréhension de la régulation de la LPL par les miRs pourrait conduire au
développement de thérapeutiques ciblant ’inhibition spécifique de ces miRs. Ces anti-miR

pourraient ainsi constituer de nouvelles pistes dans le traitement des hyperchylomicronémies.

3.5.1 Exemple de traitement anti-miR : miravirsen

Le traitement anti-miR le plus avancé dans son développement est 1’inhibiteur du miR-
122 dans le traitement de I’infection par le virus de I’hépatite C (VHC) : miravirsen. Il s’agit
d’un oligonucléotide anti-sens inhibiteur spécifique du miR-122 au niveau hépatique qui
permet de de diminuer la réplication du virus de I’hépatite C induite par le mir-122.
L’efficacité de ce traitement a été validée chez I’homme lors d’un essai clinique de phase Ila

et les auteurs ne rapportent pas la survenue d’effets indésirables majeurs (588). Le suivi a
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long terme (60 semaines d’un échantillon des patients traités par miravirsen) n’a pas non plus
mis en évidence d’effets secondaires (589). Le développement de cette thérapeutique

innovante se poursuit et plusieurs essais cliniques de phase II sont actuellement en cours.

3.5.2 Anti-miR-33 et HDL-cholestérol

Un autre exemple de thérapeutiques anti-miR concerne la régulation du HDL-c. Le rdle
clé du miR-33 dans le métabolisme du HDL-c (revu dans (590)) a conduit au développement
d’oligonucléotides anti-sens inhibiteurs de miR-33 dans le but d’augmenter les concentrations
du HDL-c et ainsi de lutter contre le développement de 1’athérosclérose. L’administration
d’anti-miR-33a/b chez les primates augmente la concentration du HDL-c et diminue
¢galement la concentration des VLDL (540). De plus, I’inhibition du miR-33a favorise la
diminution de la plaque d’athérome chez les souris ko pour le récepteur du LDL et dans un
modele de souris diabétiques (541,591,592). Néanmoins, I’inhibition a long terme du miR-33
pourrait avoir des effets secondaires. En effet, 1’inhibition du miR-33 chez la souris nourrie
par un régime riche en graisse induit des hypertriglycéridémies et des stéatoses hépatiques

(593).

3.5.3 Perspectives de traitement anti-miR des hypertriglycéridémies

Nos travaux démontrent que Dl’inhibition in vitro des miR-410 et miR-29a pourrait
augmenter 1’expression de la LPL sauvage a un niveau identique de celle de la LPL muté pour
I’haplotype 4. Cet haplotype est associé significativement a une diminution de la
triglycéridémie. Ainsi I’inhibition de ces deux miRs pourrait contribuer a lutter contre

I’hypertriglycéridémie.

3.5.3.1 Inhibition du miR-29

L’inhibition du miR-29, pourrait étre une piste thérapeutique en particulier chez les
patients diabétique de type 2. Son inhibition pourrait lever I’inhibition de 1’activité¢ LPL de ces
sujets et en améliorer ainsi le profil lipidique. Néanmoins, 1’expression du miR-29 est
ubiquitaire (594) et il est impliqué dans de nombreux processus biologiques : maturation des
neurones (595), le développement de fibrose (561), ’hématopoiese (596) les défenses
immunitaires (597) la sénescence cellulaire (598), le développement des cancers (599) ou de
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pathologies rénales et cardiovasculaires (600). Ainsi, I’inhibition du miR-29 risquerait
d’induire des effets indésirables prévisibles ou non par modification de ces autres voies de
régulation. Toutefois, cette inhibition pourrait étre envisagée a condition de développer un

anti-miR-29a spécifique du tissu adipeux.

3.5.3.2 Inhibition du miR-410

L’inhibition du miR-410 dans le tissu adipeux pourrait étre envisagée de la méme fagon.
Son rble dans d’autres voies de régulation est moins documenté. Son expression peut étre
augmentée ou bien diminuée lors de cancers (601-605). Il pourrait également favoriser
I’insulino-sécrétion en réponse a une stimulation glucidique dans les cellules  pancréatiques
de souris MING6 (606). Son inhibition risquerait donc d’avoir des effets secondaires dans la

régulation de ’homéostasie glucidique.

3.5.3.3 Inhibition du miR-485-5p

Nos travaux ont démontré que le miR-485-5p est probablement responsable d’une
diminution de I’activité LPL via sa création de site de liaison induit par le variant rare du
1522667882 de I’haplotype 2 d’APOAS5. L’inhibition hépatique du miR-485-5p pourrait étre
envisagée dans le traitement des hyperchylomicronémies. Du fait du premier passage
hépatique, I’inoculation d’un anti-miR-485-5p par voie intraveineuse pourrait concentrer
’action de cet anti-miR au niveau hépatique en limitant ainsi ses potentiels effets secondaires.
Une thérapeutique anti-miR-485-5p ciblée en fonction du génotype des patient et s’adressant

aux sujets porteurs de I’haplotype 2 d’APOAS pourrait ainsi étre envisagée.

Ces perspectives thérapeutiques demeurent trés hypothétiques mais apportent de
nouvelles pistes de réflexion dans la recherche de traitements pouvant moduler I’activité de la
LPL lors des hyperchylomicronémies et des hypertriglycéridémies consécutives a une

accumulation de VLDL.
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4 CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

La LPL est une enzyme essentielle de la lipolyse intravasculaire. Sa régulation est
complexe impliquant de nombreux facteurs qui ne sont pas encore tous élucidés. Parmi eux,
les variants génétiques de la LPL ainsi que de ses génes régulateurs peuvent jouer un role
dans la modulation de la concentration des TG plasmatiques. En effet, certains
polymorphismes ou SNPs de ces génes sont significativement associés a la triglycéridémie,
mais les mécanismes impliqués ne sont toujours compris. La découverte des miRs comme
régulateurs de 1’expression post-transcriptionnelle des genes via leurs interactions avec les
régions 3’UTR apporte de nouvelles perspectives pour la compréhension de la régulation de la

LPL et de ses génes activateurs.

L’étude de I’'implication des miRs dans la régulation du géne APOAS médié par le
polymorphisme ¢.*158C>T (1s22667882) localisé en région 3’UTR, nous a permis d’identifier la
création d’un site de liaison du miR-485-5p induite par I’all¢le rare C du polymorphisme ¢.*158C>T
(rs22667882). La diminution d’expression potentielle d’APOAS induite par cette création de site de
liaison nous a ainsi permis d’apporter une explication potentielle de la fonctionnalit¢ de ce
polymorphisme appartenant a I’haplotype 2 d’APOAS, significativement associé aux

hypertriglycéridémies séveres et modérées en population générale.

L’étude de polymorphismes de la région 3’UTR de la LPL, nous a conduits a identifier un
haplotype de la LPL, I’haplotype 4, composé de sept polymorphismes de la région 3’UTR de la LPL et
de p.Ser474Ter (rs328) en déséquilibre de liaison. Cet haplotype est significativement associé a
une diminution des concentrations de TG plasmatiques dans notre cohorte de patients diabétiques de
type 2 et également en population générale. L’étude de la fonctionnalité de cet haplotype a mis en
évidence la régulation de la LPL sauvage par de multiples miRs. La suppression de ces sites liaison,
induite par les SNP de la région 3’UTR de I’haplotype 4 a permis d’une part, d’apporter une
explication fonctionnelle potentielle de 1’haplotype 4 médiée par les miRs, et d’autre part, d’expliquer

I’association de la mutation p.Ser474Ter (rs328) a la diminution des TG plasmatiques par son

déséquilibre de liaison avec les SNPs de la région 3’UTR de I’haplotype 4.

Nos travaux sont parmi les premiers a mettre en évidence 1’implication des miRs dans la

régulation de la LPL et de ses genes régulateurs chez I’homme. Ils permettent ainsi d’accroitre
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la connaissance des mécanismes impliqués dans la régulation de la lipolyse intravasculaire.
IIs permettent également d’apporter des explications sur la fonctionnalité de polymorphismes
significativement associés a la triglycéridémie jusqu’ici non élucidé. D’autres études seront
nécessaires pour préciser le role des miRs dans la régulation physiologique de la LPL. L’¢étude
de I'implication des miRs dans la régulation d’autres geénes régulateurs de la LPL tels

qu’APOAC3, ANGPTL3, ANGPTL4, GPIHBP1, LMF1 devra également étre poursuivie.
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6 ANNEXES

Les travaux présentés ont été valorisés a travers des posters et communications orales lors de

congres francgais et européens :

Prix de Poster
« Régulation du geéne de la LPL par les miARN : interaction du miR-29 avec des
polymorphismes de la région 3’'UTR étroitement associés a la triglycéridéemie »

= Rencontres Scientifiques de CENS, Octobre 2014 a Lyon

Poster commenté
“APOAS5 down-regulation through miRNA interaction with polymorphic 3'UTR”
= Congres de ’European Atherosclerosis Society (EAS), juin 2013 a Lyon

Communications orales

« Régulation épigénétique du gene APOAS5 par l’interaction de miRNA avec des

polymorphismes de la région 3 'UTR étroitement associés aux hypertriglycéridemies »

= Congres de la Société Francaise d’Endocrinologie (SFE), octobre 2013 a Paris

« A TG-associated minor LPL Haplotype suppresses miR-29 binding on LPL 3°’UTR »

= Congrés de DP’European Lipoprotein Club (ELC), septembre 2014 Tutzing,

Allemagne

= Congres de ’European Atherosclerosis Society (EAS), mars 2015 Glasgow, UK

« Regulation épigénétique du gene de la LPL par [’interaction de miRNA avec des

polymorphismes de la région 3'UTR étroitement associés a la triglycéridémie »

=  Congres de la Société Francaise d’Endocrinologie (SFE), novembre 2014 a Lyon
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