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L’enveloppe nucléaire

I. L’enveloppe nucléaire

L’information génétique est compartimentée dans le noyau des cellules eucaryotes. Le noyau
est I’organite le plus imposant de la cellule avec un diamétre de 5 a 7 microns. Il a un réle de
stockage de I’ADN et contient la machinerie permettant la réplication et I’expression de
I’information génétique. Le noyau est délimité par 1’enveloppe nucléaire composée de deux
membranes phospholipidiques séparées par un espace périnucléaire d’une épaisseur de 20nm

(Choi et Worman 2014) (Figure 1).

L’enveloppe nucléaire est traversée par les pores nucléaires qui sont des complexes
multiprotéiques permettant 1’échange d’information entre le noyau et le cytoplasme et
notamment le trafic des ARNSs et des protéines (Chatzifrangkeskou, Bonne, et Muchir 2015).
La membrane externe est connectée avec le réticulum endoplasmique. La membrane interne
fait face au nucléoplasme et elle est tapissée d’un réseau tridimensionnel de filaments
intermédiaires appelé lamina nucléaire composée majoritairement de protéines de type lamine
(Claire L. Navarro, Cau, et Lévy 2006). L’enveloppe nucléaire se désagrége pendant la mitose
et se reconstitue apres séparation du matériel génétique des deux cellules filles (Alberts et al.

2002).



L’enveloppe nucléaire
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Figure 1 : Représentation schématique de I'enveloppe nucléaire



Les lamines Les différents types de lamines

Il. Les lamines

A. Les différents types de lamines

Les lamines sont des protéines ubiquitaires, exclusivement nucléaires appartenant a la
superfamille des filaments intermédiaires. Ce sont des filaments intermédiaires de type V qui
s’assemblent pour former un réseau tridimensionnel sous-jacent a la membrane interne de

I’enveloppe nucléaire appelé lamina nucléaire.

Il existe deux types de lamines classées selon leurs propriétés biochimiques, leurs structures et

leurs profils d'expression : les lamines de type A et les lamines de type B.

Les lamines de types B sont codées par le géne LMNB1 (5¢g23.2) produisant la lamine B1 (586
acides aminés) et par le géne LMNB2 (19p13.3) produisant grace a un épissage alternatif, la
lamine B2 (600 acides aminés) et la lamine B3 (483 acides aminés). Les lamines B1 et B2 sont
ubiquitaires dans les cellules somatiques. Elles sont fixées a la membrane interne de 1I’enveloppe
nucléaire grace a leur groupement farnésyle et jouent un rdle important dans la structure de la
lamina nucléaire (Broers et al. 2006). La lamine B3 est une isoforme plus petite qui s’exprime

uniquement dans les cellules germinales (Elkhatib et al. 2015).

Les lamines de type A sont codées par le géne LMNA (1g22), qui code pour plusieurs isoformes
obtenues par épissage alternatif. La lamine A (664 acides amines) et la lamine C (572 acides
aminés) sont majoritaires. Elles ne sont pas fixées a I’enveloppe nucléaire et restent donc
solubles dans le nucléoplasme. Alors que la lamine C est produite directement sous forme
active, la lamine A et les lamines B sont produites d’abord sous la forme d’un précurseur appelé

prélamine, transformé ensuite en lamine apres plusieurs étapes de maturation qui sont détaillées
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Les lamines Les différents types de lamines

plus loin. Les lamines AA10 (634 acides aminés) et AA50 (614 acides aminés) sont
minoritaires. La lamine AA10 est exprimée a moins de 1% et se caractérise par 1’absence de
I’exon 10 éliminé par épissage alternatif. La lamine AAS50 ou progérine se caractérise par
I’absence de la partie codée par la fin de I’exon 11, ce qui empéche la maturation de la prélamine
en lamine. Elle est produite grace a I’utilisation d’un site cryptique d’épissage, activé par la
mutation typique de la Progéria. La progérine serait également produite physiologiquement par
I’organisme chez les personnes dgées (Scaffidi et Misteli 2006; McClintock et al. 2007). La
progérine reste fixée a la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire contrairement a la lamine
A qui est soluble dans le nucléoplasme. Enfin, les lamines C2 (462 acides aminés), obtenues
par épissage alternatif, sont exprimées uniquement dans les cellules germinales et notamment

dans les spermatides (Dechat et al. 2010) (Figure 2).
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Les lamines Structure des lamines

B. Structure des lamines

Les lamines se composent comme tous les filaments intermédiaires de 3 domaines
caractéristiques. Le domaine de la téte globulaire est situé en N-terminal. Le domaine de la tige
en hélice a est composé de 4 sous-domaines 1A, 1B, 2A et 2B séparés par des segments de
liaison (L1, L12, L2) (Strelkov et al. 2004). Le domaine de la queue situé en C-terminal se
compose du signal NLS d’adressage au noyau, d’un site de fixation aux immunoglobulines et
du motif CAAX (C= cystéine, A= acide aminé aliphatique, X= acide aminé non défini)
spécifique aux filaments intermédiaires permettant la farnésylation et la fixation des lamines a

la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire (Krimm et al. 2002; Dhe-Paganon et al. 2002)

(Figure 2).
Prélamine A 1A 1B N ~ Igfolddomain CAAX 664 acides aminés
Lamine C ‘ 1A ‘ | 1B ‘ | 2A ‘ | 2B ‘ ‘ Ig fold domain | 572 acides aminés
Progérine 1A 1B [ 2a [ 28  Igfold domain CAAX 614 acides aminés
LamineBI 1A | 18 [2a7] [z ~ Igfold domain CAAX 586 acides aminés
LamneB2 1A | 18 [2a [ @ ~ Igfold domain CAAX 600 acides aminés
A Y J : J
Téte Domaine en hélice a Domaine « queue » en C-terminal

Figure 2 : Description des différents types de lamines

Les lamines de type A comprennent les lamines A et C. La lamine C ne présente pas d’extrémité CAAX
commune aux autres types de lamines. Les lamines de type B comprennent majoritairement les lamines
B1 et B2. La progérine ou lamine A50 impliguée dans la progéria est une protéine anormale délétée de
50 acides aminés dans la région C-terminale. La délétion comprend le site de clivage par ZMPSTE24
qui est une des étapes de maturation de la prélamine.
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Les lamines Structure des lamines

Les lamines s'associent hiérarchiqguement entre elles pour former un réseau tri-dimensionnel
complexe constituant la lamina nucléaire. Elles forment dans un premier temps des dimeres
(Akey 1989). Ces diméres s’assemblent longitudinalement entre les domaines de la téte et de la
queue pour former des polymeéres contenant 2 a 4 dimeres (Aebi et al. 1986). Les protofilaments
sont issus de 1’association de polymeéres formant une structure apolaire. In vitro, I’association
des protofilaments amenent a la formation tridimensionnelle de filaments intermédiaires de
10nm de diamétre (Dittmer et Misteli 2011). La formation des filaments de lamines de 10nm
n’a été montré que in vitro rendant srement inadapté cette structure dans un contexte

biologique. Les filaments de lamines ont été mis en évidence de facon stable uniquement chez

Caenorhabditis elegans. (Ben-Harush et al. 2009). (Figure 3).

@WW Monomére
B0V pimre

Polymeére

+ Protofilament

+ %\O\ﬂ‘uﬂ%m YWMMMWUA
- VAL A

Filament intermédiaire de type V

Figure 3 : Représentation schématique de I’association des lamines.

Les lamines s associent en dimére et forment un polymére par une liaison « head to tail ». Les polymeres
s’agregent de facon antiparalléle et forment une structure nommée protofilament. L association tri-
dimensionnelle des protofilaments forme un filament intermédiaire de type V.

*Adapté de Foisner, Mistelli et al. 2011
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C. Modifications post-traductionnelles de la prélamine

Si la lamine C est produite directement sous sa forme fonctionnelle, les lamines B1, B2, et A
sont traduites dans le cytoplasme sous forme de prélamines et subissent une série de
modifications post-traductionnelles au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique. Le

motif CAAX a I’extrémité C-terminale est un site de prénylation (Pendas et al. 2002).

1. Maturation des prélamines

La prénylation est une modification post traductionnelle des protéines permettant 1’association
d’un groupement farnésyle ou géranyl-géranyle a ’extrémité C-terminale de la protéine. Elle
s’effectue sur un résidu cystéine du motif CAAX ou C désigne le résidu Cystéine, A un acide
aminé aliphatique et X n’importe quel autre acide aminé. La prénylation est ubiquitaire dans
les cellules eucaryotes et a été mise en évidence pour plus de 300 protéines. Elle est notamment
impliquée dans les protéines de type lamine, les protéines Ras et les protéines G (M. Wang et

Casey 2016).

Les 3 premieres étapes de maturation sont communes pour les différents types de lamines. Dans
un premier temps, une farnésyl-transférase vient fixer un groupe farnésyle sur la cystéine du
motif CAAX, ce qui permet [I’ancrage des protéines a la membrane du réticulum
endoplasmique. Puis les trois derniers acides aminés sont clivés par une métalloprotéase
FACE2/RCEL ou FACEL/ZMPSTE24 et le motif AAX est éliminé. La troisieme étape permet
la carboxyméthylation du groupement —COOH de la cystéine a 1I’extrémité C-terminale. Cette
troisieme étape permet la fixation permanente a la membrane du réticulum endoplasmique des
lamines de type B. Elles sont ensuite adressées par leur signal NLS (Nuclear Localization

Sequence) au noyau en transitant le long de la membrane du réticulum endoplasmique,

14
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integrent le noyau par les pores nucléaires et restent enchassées a la membrane interne de

I’enveloppe nucléaire (Claire L. Navarro, Cau, et Lévy 2006) (Figure 4).

Les lamines de type A subissent une derniére étape de maturation qui permet a la protéine d’étre
soluble. La métalloprotéase FACE1/ZMPSTE24 reconnait spécifiquement une séquence
d’acides aminés située en amont de 1’extrémité C-terminale, clive les 15 derniers acides aminés
et permet ainsi la libération d’une protéine soluble et mature : la lamine A (Cau et al. 2014)

(Figure 4).

A Acetyl-CoA +

Aceloacc'yl-CoD R
Mevalonate 4~y

Nuclear importation
of non-farnesylated
("soluble") mature
lamin A

__Nucleoplasmic
reticulum type |

B Acetyl-CoA +

Aoeloacetyl-CoD A
Mevalonate >
H

Farnesyl-PP

aaX

HES Farnesyl

Transferase

4 2]

Nuclear importation of
farnesylated B-type lamins
by lateral diffusion
in lipid bilayer

Lamina

Nucleoplasmic
reticulum type |

Figure 4 : Modifications post-traductionnelles des lamines

La prélamine A est farnésylée a la membrane du réticulum endoplasmique et subit des étapes de
modifications post-traductionnelles avant d’étre libérée dans le cytoplasme et adressée via son signal
NLS au noyau (A). Les lamines B restent farnésylées a la membrane du réticulum endoplasmique et
rejoignent le noyau et composent la lamina nucléaire. (B)

*Cau et al. 2014
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2. Phosphorylation

La phosphorylation des protéines est une des modifications post-traductionnelles les plus
fréquentes des cellules eucaryotes. La phosphorylation permet 1’ajout par des kinases d’un
groupement phosphate sur les groupements hydroxyles (-OH) des chaines latérales des acides
aminés de type sérine et thréonine. Cette modification est réversible par action des phosphatases
permettant de déphosphoryler les résidus. La phosphorylation régule 1’activité de nombreuses
protéines et joue un role dans leur activation ou leur inactivation. Elle est induite par des
protéines Kinases spécifiques régulées par différents facteurs (Hunter 1995).

La phosphorylation joue un réle prépondérant dans I’organisation et la stabilité¢ des différents
types de lamines (M. Haas et Jost 1993). Elle permet avec d’autres modifications post-
traductionnelles de réguler 1’équilibre entre polymérisation-dépolymeérisation des filaments
intermédiaires (Kochin et al. 2014). Cet équilibre est d0 a la phosphorylation des résidus sérine
situés dans le domaine de la téte (Chen et al. 2013). Lorsqu’elles sont phosphorylées, les
lamines ne peuvent pas polymériser. La phosphorylation des lamines permet donc de modifier

leurs propriétés physico-chimiques (Cenni et al. 2005; Guo et al. 2014).

La phosphorylation joue également un réle dans les propriétés mécaniques du noyau en agissant
sur la localisation, la stabilité des lamines de type A et leurs interactions avec d’autres protéines
nucléaires (Kochin et al. 2014; Buxboim et al. 2014). Différents tissus présentent des marques

de phosphorylation spécifiques qui reflétent la régulation des difféerents types de lamines.

Dans les domaines de la téte et de la queue, des sites de phosphorylation dits « mitotiques » ont
été mis en évidence dans les différents types de lamines. Les résidus sérine dans ces domaines
interagissent avec les protéines de la famille Cdk. La phosphorylation des lamines est cruciale
pendant la mitose (Heald et McKeon 1990). En effet, plusieurs études ont montré un état
d’hyperphosphorylation des lamines. Cet état, associé au réle prépondérant des microtubules

lors de la mitose, favorise le désassemblage complet de la lamina nucléaire et de 1’enveloppe
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nucléaire permettant la séparation du matériel génétique des deux cellules filles (Panorchan et

al. 2004).

La dérégulation de la phosphorylation des lamines a été mise en évidence dans les myoblastes
de patients atteints de laminopathies tissu-spécifiques musculaires. Cette étude fait état d’un
état d’hypophosphorylation menant a une dérégulation de la structure de I’enveloppe nucléaire.
Les cellules in vitro et in vivo montrent une désorganisation du réseau des lamines et une perte

de I’intégrité du noyau (V. Cenni et al. 2005; Vittoria Cenni et al. 2008).

3. _Sumoylation

La sumoylation est une modification post-traductionnelle réversible sur les résidus lysine. Elle
a pour réle de réguler I’activité de différentes protéines (trafic, interaction, transcription). Les
protéines SUMO (small ubiquitin-like modifiers) se fixent sur les motifs vVKX(D/E) via la
protéine E2 ubiquitine ligase (Geiss-Friedlander et Melchior 2007; Flotho et Melchior 2013).

La sumoylation contribue a contréler la localisation et la formation des filaments intermédiaires

de lamine A via la protéine SUMO-1 (Boudreau et al. 2012).

4. Autres modifications post-traductionnelles

Les lamines subissent de nombreuses autres modifications post-traductionnelles dont le rdle est
encore mal déterminé. De nombreuses publications rapportent des modifications post-
traductionnelles comme la O-glycosylation et I’'ubiquitinylation (Cau et al. 2014; Ferraro et al.

1989).
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D. RO6les des lamines

1. Role dans I’organisation chromatinienne

La chromatine s’organise dans le noyau interphasique sous forme de territoires chromatiniens
ou zones chromatiniennes (Li et Zhu 2015). Les régions chromatiniennes pauvres en gene sont
situées en périphérie, contrairement aux régions riches en géenes localisées au centre du noyau.
Cette organisation varie selon le type cellulaire étudié. Depuis les années 1990, des études sur
la drosophile ont permis de mettre en évidence les interactions entre la lamina nucléaire et la
chromatine. Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent ces interactions sont restés non
élucidés jusque récemment. Le lien entre les lamines et les territoires chromatiniens en
périphérie a été mis en évidence par la technologie DamID. Elle consiste a faire agir une adénine
DNA méthyltransférase bactérienne sur les protéines de la lamina nucléaire ce qui entraine la
méthylation de I’adénine, permettant de détecter les zones de liaisons entre la chromatine et les
lamines (Pickersgill et al. 2006). Ces zones appelées LADs (lamina-associated domains) sont
observées par microscopie ou cartographiées par ChiP et restent difficile a interpréter (Handoko
et al. 2011). A ce jour, entre 1000 et 1500 LADs ont été identifiés qui couvrent plus de 30% du
génome humain. Les LADs sont composés de régions pauvres en genes (Guelen et al. 2008).
Les genes situés dans des LADs sont majoritairement réprimés ou exprimés faiblement et
associés a des marques d’histones répressives. Des expériences de DamID sur génome entier et
ciblant différents types de lamines ont montré des résultats similaires en dépit du fait que les
lamines A et C sont réparties dans I’ensemble du noyau (van Steensel et Belmont 2017).
D'autres études ont montré des liens directs entre les lamines et la chromatine au centre du
noyau indépendant de la structure des LADs soulignant la difficult¢ d’interpréter les
interactions entre la chromatine et les différents pools de lamine. Ainsi, il est admis que les
lamines permettent via les LADs et les autres interactions une régulation de 1’expression

génique (van Bemmel et al. 2010).
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Une étude a montré I’importance de la lamine A et de la protéine LBR dans la fixation de
I’hétérochromatine a la lamina nucléaire. L’expression des deux protéines est variable en
fonction du stade de différenciation des cellules. La protéine LBR est exprimée dans les cellules
peu différenciées alors que la lamine A se retrouve majoritairement dans les cellules
différenciées. Le K.O de la lamine A ou de LBR chez la souris entraine une inversion des
differents types de chromatine (Solovei et al. 2013; Gonzalez-Suarez et al. 2009).
L’hétérochromatine se localise dans le centre du noyau et 1’euchromatine en périphérie.
L’association de la lamina et de la chromatine est ainsi médiée par de multiples interactions
entre les lamines et d’autres protéines du noyau. Le role de cette liaison est encore peu connu
mais tend a révéler des roles complexes de la lamine A sur I’expression génique et sur

I’organisation chromatinienne (Shimi et al. 2008).

2. Role des lamines dans la réplication et la réparation de I’ADN

L’instabilité génomique est la tendance du génome a acquérir des modifications épigénétiques,
des altérations géniques ou chromosomiques. Cette instabilité est corrigée par la machinerie
cellulaire et permet de maintenir, de répliquer et de transmettre 1’information génétique de
maniére fidele. On estime que plus de 300,000 Iésions par cellule et par jour surviennent sur
I’ADN et sont dues a des facteurs endogenes (radicaux libres, ROS) et des facteurs exogenes
(UV, rayon X, composés chimiques). La cellule a mis en place au cours de I’évolution des
mécanismes complexes permettant de réparer les lésions de I’ADN. Deux mécanismes jouent
un réle prépondérant dans la réparation des cassures double brin d’ADN et le maintien de la
stabilité du genome. Les systéemes de recombinaison homologue (HR) et non homologous end
joining (NHEJ) sont complémentaires et utilisent des substrats différents (Kakarougkas et Jeggo
2014). La recombinaison homologue répare les dommages avec une grande fidélité par

I’utilisation d’un brin homologue. Ce processus se manifeste durant les phases S et G2 du cycle
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cellulaire. Le systeme NHEJ est plus rapide, agissant tout au long du cycle cellulaire, mais peut

induire des erreurs lors de la réparation de la cassure double brin d’ADN (Shibata et al. 2011).

Des études ont montré chez des souris Lmna-/- une instabilité génomique définie par une
augmentation des cassures chromosomiques et une tendance a I'aneuploidie (Gonzalez-Suarez
et al. 2009). Par la suite, d’autres études ont mis en évidence 1I’importance de la lamine A dans
les systemes de reparation NHEJ et HR. Sur des cellules de souris Lmna-/-, le systtme NHEJ
est fortement dérégulé par la perte du facteur 53BP1 (Redwood et al. 2011). La stabilité de
53BP1 est médiée par la cathepsine L fortement dérégulée dans les cellules déficientes en
lamine A et C. Cette dérégulation entraine un défaut du systeme NHEJ potentialisé par le facteur
53BP1 (Gonzalez-Suarez et al. 2011). Les cellules déficientes en lamine A montrent également
une perte du systeme de réparation HR. Des expériences montrent que la déplétion en lamine
A entraine une diminution de la transcription des facteurs BRCAL et RAD51 qui codent pour
des protéines nécessaires au systeme HR (Gonzalo 2014). Cette dérégulation n’est pas encore

élucidée mais montre le role indirect de la lamine A sur le systtme HR (Redwood et al. 2011).

Les défauts de réparation de I’ADN liés a des mutations du gene LMNA sont difficilement
prévisibles. La diversité des pathologies causées par les mutations du gene LMNA suggere que
I’impact sur les mécanismes de réparation de I’ADN pourrait étre différent d’une mutation a

[’autre.
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3. Télomeres et lamines

Les télomeres sont des séquences répétées non codantes situées a I’extrémité des chromosomes.
lIs jouent un réle protecteur permettant de pallier I’incapacité de répliquer les extrémités
chromosomiques. Le raccourcissement des téloméres est un processus physiologique
responsable d'une augmentation des maladies liées au vieillissement (Blackburn, Epel, et Lin
2015). La fonction des téloméres est cruciale dans la conservation et la réplication de
I’information génétique. L’attrition des téloméres entraine progressivement une augmentation
des défauts de I’ADN, un arrét de la capacité réplicative des cellules induisant finalement une
mort cellulaire. L ’arrét de la croissance cellulaire peut étre compensé par une inhibition des
facteurs suppresseurs de tumeur et induit une instabilité génomique (Hayashi 2018). Des études
récentes ont mis en évidence le lien entre lamine A et téloméres. Les lamines s’associent avec
les protéines impliquées dans la réplication des télomeéres (Raz et al. 2008). Cette organisation
permet de contrdler la mobilité et le métabolisme des télomeres (De Vos et al. 2010). Un déficit
en lamine de type A dans les cellules entraine une augmentation de la mobilité des télomeres
dans le noyau et provoque un défaut de croissance des cellules par attrition des télomeres

(Decker et al. 2009).

4. Rigidité du noyau

Les analyses biochimiques et les tests de mécano-transduction réalisées sur différents types de
cellules ont permis de caractériser leurs propriétés concernant la rigidité du noyau (Swift et al.
2013). Les lamines de type B possedent des propriétés élastiques et permettent au noyau de se
déformer et de revenir a sa forme originelle. Les lamines A permettent au noyau d’augmenter
sa viscosité ce qui le rend plus rigide. Les propriétés physiques des noyaux peuvent étre
exprimeés par un ratio entre la quantite des lamines de type A et des lamines de type B. Le ratio
lamine A/ lamine B détermine ainsi les propriétés viscoelastiques du noyau. Ce ratio est élevé

dans les cellules osseuses trés rigides alors qu’il est diminué dans les cellules circulantes comme
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les polynucléaires neutrophiles. Un ratio bas permet aux cellules et aux noyaux d’étre plus

déformables mais également plus fragiles (Schuldt 2013) (Figure 5).
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5. Mécanotransduction

Figure 5 : Rigidité nucléaire des différents tissus en fonction du ratio lamine A/lamine B

*Adapté de Swift et al. 2013

Les lamines jouent un réle dans la transduction du signal mécanique provenant du cytoplasme
vers le noyau. Les signaux biophysiques recus au niveau de la membrane plasmique se
transmettent via le cytosquelette et le complexe LINC (LInker of Nucloskeleton and
Cytoskeleton) vers I’enveloppe nucléaire (Tapley et Starr 2013). Le complexe LINC est
constitué des protéines SUN liées d’une part aux nesprines dans 1’enveloppe nucléaire et aux
lamines dans le nucléoplasme (Sosa et al. 2012). Les nesprines interagissent directement avec
le cytosquelette. Le complexe LINC permet ainsi le lien entre le cytosquelette et le
nucléosquelette et la transmission d'un signal physique entrainant une réponse permettant de
moduler I’expression génique (Simon et Wilson 2011). Des études récentes ont montré que les

signaux physiques permettent de réguler le niveau d’expression des lamines et de modifier les
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propriétés du noyau et le niveau de différenciation de la cellule. Ces signaux induisent
également des modifications de 1’état de la chromatine et modulent 1’accés aux facteurs de

transcription (Uhler et Shivashankar 2017).

6. Lamine et cycle cellulaire

Lors de la division cellulaire, le noyau subit des modifications a la fin de la prophase pour
permettre a I’information génétique de se séparer et de se répartir dans les deux cellules filles.
L’enveloppe nucléaire se désagrege et entraine la dissociation des pores nucléaires, le
désassemblage de la lamina nucléaire et la formation de petites vésicules constituées de la
membrane nucléaire. Les lamines subissent lors de la prophase une hyperphosphorylation
induite par de nombreuses kinases permettant le désassemblage des filaments intermédiaires en
dimeres (Torvaldson, Kochin, et Eriksson 2015). Le domaine de la téte situé dans la partie N-
terminale des lamines contient plusieurs sites de phosphorylation. Un site de phosphorylation
interagit avec les protéines de type Cdk (Cyclin dependent kinase) et notamment la protéine
Cdk1. Le domaine de la téte est crucial dans la formation des liaisons « head to tail » et la
constitution des polymeéres de lamines (Machowska, Piekarowicz, et Rzepecki 2015). Des sites
dits « mitotiques » sont ainsi phosphorylés dans les domaines N-terminal et C-terminal
permettant le désassemblage de la lamina nucléaire. Les lamines A et C restent solubles pendant
la mitose alors que les lamines de type B restent lices a 1I’enveloppe nucléaire qui se présente
sous la forme de vésicules.

Lors de la télophase, les deux cellules filles se separent et le noyau se reforme. Pendant cet
événement, I’enveloppe nucléaire se reconstitue et la lamina nucléaire se reforme. Les lamines
A et B sont déphosphorylées par I’intermédiaire de la protéine PP1 (protein phosphatase 1)
(Heald et McKeon 1990). Les lamines déphosphorylées peuvent alors s’agréger en des

structures plus complexes pour reconstituer la lamina nucléaire. De nombreuses études ont
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montré I’implication des protéines SUMO agissant sur le domaine C-terminal des lamines dans
ce processus (Moriuchi et al. 2016).

Le mécanisme permettant I’assemblage et le désassemblage des lamines pendant la division
cellulaire reste encore largement non élucidé. Il existe néanmoins des interactions notamment
avec les protéines SUN et les protéines a domaine LEM montrant le réle prépondérant des
modifications post-traductionnelles dans la désagrégation du noyau lors de la division

cellulaire.

E. Partenaires protéigues des lamines

1. Interactions protéiques

Les lamines de type A et B interagissent de fagon directe ou indirecte avec de nombreuses
protéines nucléoplasmiques. Des analyses protéomiques sur le rat et ’homme ont identifié plus
de 80 protéines liées a I’enveloppe nucléaire (Kubben, Voncken, et Misteli 2010). Ces protéines
permettent aux lamines de jouer un rble sur de nombreuses fonctions nucléaires dont
I’organisation chromatinienne, la structure et I’intégrité du noyau, la mécanotransduction et la
régulation du cycle cellulaire (Wilson et Foisner 2010). Les protéines de la famille LEM (LAP2,
emerin, MAN1 domain) dont le domaine homonyme est trés conserve au cours de 1’évolution,
permettent la fixation des histones et de la chromatine notamment via la protéine BAF (Barrier
of Autointegration Factor) (K. K. Lee et al. 2000). Les lamines s'associent avec les protéines
SUN au niveau de la lamina nucléaire. Les protéines SUN sont une des composantes du
complexe LINC et permettent la transduction des contraintes physiques de 1’environnement
cellulaire vers le noyau. Ce lien permet une réponse adaptative de la cellule via une expression

génique spécifique (Tzur, Wilson, et Gruenbaum 2006; Horn 2014).
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Cette association est modulée selon les types cellulaires et tissulaires et pourrait expliquer les
difféerents phénotypes imputés aux laminopathies. Ainsi, de nombreuses protéines
transmembranaires ont été impliquées dans des pathologies ou I'expression clinique est
similaire a celle des pathologies liées aux lamines. En effet, les mutations de protéines
nesprines, émerine et ZMPSTE?24 entrainent respectivement des dystrophies musculaires et des
dysplasies acro-mandibulaires. Le diagnostic des lipodystrophies familiales génétiques de type
2 (syndrome de Dunnigan) est lié¢ a de nombreux genes impliqués dans la différentiation des
adipocytes et dans la maturation des adipocytes blancs. La compréhension des interactions entre
les lamines et les différentes protéines nucléaires est cruciale dans la résolution de la

physiopathologie des laminopathies (de Las Heras et al. 2017).
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Figure 6 : Les différentes protéines a domaine LEM

Les protéines a domaine LEM du groupe | possédent un domaine transmembranaire et un domaine LEM situé
dans la région nucléoplasmique. La protéine LAP2o. est uniquement nucléoplasmique et s’associe avec les
lamines A et C également nucléoplasmiques. Les protéines LEM du groupe Il ont 2 domaines
transmembranaires et possédent un domaine LEM. Le domaine LEM permet [’association avec la chromatine

et d’autres protéines nucléaires.
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2. Protéines a domaine LEM

Les protéines a domaine LEM (LAP2/Emerin/MANI) solubles ou fixées a 1’enveloppe
nucléaire interagissent principalement avec la lamina nucléaire, BAF1 et I’ADN (Brachner et
Foisner 2011). Les protéines a domaine LEM sont divisées en 3 groupes selon leur structure
(Kenneth K. Lee et Wilson 2004). Le groupe 1 comporte I’émerine, LEMDI1 et LAP2 qui
possedent un domaine LEM a leur extrémité N-terminale et sont majoritairement ancrées dans
la membrane interne de I’enveloppe nucléaire par leur domaine C-terminal. Seule LAP2a est
soluble dans le nucléoplasme (Caputo et al. 2006). Le groupe 2 se compose de MANL1 et
LEMD2 et comprend 2 domaines transmembranaires ancrés dans la membrane interne de
I’enveloppe nucléaire et un domaine MSC (MAN1/Srcl/C-terminal motif) se liant a I’ADN
(Kondé et al. 2010). Le groupe 3 se compose des protéines Ankle (1,2 et 3) qui peuvent étre
soit solubles dans le nucléoplasme, soit ancrées dans le feuillet interne de I’enveloppe nucléaire.
Elles comportent des domaines ankyrine répétés (Figure 6) (Dittrich et al. 2012; Brachner et

al. 2012).

a. LAP2
Il existe de nombreuses isoformes de la protéine LAP2 issues de I'épissage alternatif du géene
LAP2. La majorit¢ des isoformes, dont LAP2pB, sont fixées a la membrane interne de
I’enveloppe nucléaire contrairement & LAP2o qui est soluble dans le nucléoplasme. Les
protéines de type LAP interagissent respectivement avec I’ADN et la protéine BAF via le
domaine LEM nucléoplasmique (Vlcek, Dechat, et Foisner 2001). LAP2p interagit également
avec les lamines de type B. Les protéines de type LAP jouent un réle commun avec les autres
protéines ancrées a la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire sur la liaison de
I’hétérochromatine périphérique, le maintien de la structure du noyau et la régulation de la

transcription des genes (Brachner et Foisner 2014).
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b. Emerine
L’émerine interagit avec de nombreuses protéines dont BAF, les lamines A et le
nucléosquelette. La fonction de 1’émerine est similaire aux autres protéines de type LEM
ancrées a la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire (Ostlund et al. 1999). Par sa liaison
avec les protéines de type SUN, 1’émerine joue un role dans la mécano-transduction. Le déficit
d’émerine dans les fibroblastes de souris montre une altération de la réponse génétique quand
les cellules sont soumises & un stress mécanique (Rowat, Lammerding, et Ipsen 2006).
L’émerine est fortement exprimée dans le tissu musculaire et cardiaque. Des mutations dans le
géne EMD ont été mises en évidence dans des cardiomyopathies et des dystrophies musculaires.
Les études in vitro sur les cardiomyocytes EMD-/- montrent une altération de I’architecture des
disques intercalaires entrainant une anomalie de forme des myocytes. Cette altération est

modulée la B-caténine et les jonctions adhérentes (Stubenvoll et al. 2015; Wheeler et al. 2010).

L’émerine se lie également aux protéines nesprines et SUN et influence la structure de
I’enveloppe nucléaire et le positionnement du centrosome (Salpingidou et al. 2007). D’autres
interactions jouent un réle lors de la mécano-transduction en modifiant la dynamique du
cytosquelette d’actine. Comme la protéine LBR, 1’émerine peut se lier via la protéine BANF1

a I’hétérochromatine (Berk, Tifft, et Wilson 2013).

c. MAN1
MANL est une protéine du groupe 2 de la famille des protéines LEM. Elle posséde 2 segments
transmembranaires a I’extrémité C-terminale et un fragment nucléoplasmique a I’extrémité N-
terminale. Comme les autres protéines décrites ci-dessus, MANL1 interagit avec les lamines de
type B et la protéine BAF1 (Mansharamani et Wilson 2005). MANL1 a déja été impliqué dans
des pathologies osseuses par des analyses de liaison et par séquencage haut-débit dans le
syndrome de Buschke-Ollendorff et dans I’ostéopoecilie avec ou sans mélorhéostose

(Hellemans et al. 2004; Y. Zhang et al. 2009; Mumm et al. 2007).
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d. LBR
Le gene LBR (Lamin B Receptor) code pour la protéine du méme nom située sur la membrane
interne de 1’enveloppe nucléaire. Sa taille est de 615 acides aminés et elle contient une région
N-terminale nucléoplasmique et 8 domaines transmembranaires ancrés dans la membrane

interne de 1’enveloppe nucléaire (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique de la protéine LBR

Le domaine nucléoplasmique de la protéine LBR comporte 3 domaines permettant une liaison directe
soit avec I’ADN, soit avec les histones, soit avec les lamines.

*Adapté de Nikolakaki & al. 2017

La protéine LBR posséde trois domaines distincts dans la partie nucléoplasmique. Un domaine
Tudor a ’extrémité N-terminale qui permet la liaison de la proteine LBR aux histones et un
domaine RS riche en arginine et sérine pouvant se lier soit a I’ADN, soit aux lamines de type
B (Giannios, Chatzantonaki, et Georgatos 2017; Hirano et al. 2012; Ye et Worman 1994). Le

dernier domaine HP1, globulaire peut également se lier a I’ADN. Enfin, la protéine LBR
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possede un domaine stérol réductase impliquant un réle dans la synthése du cholestérol (Tsali
et al. 2016). L’activité stérol réductase agit sur la structure de la membrane interne de
I’enveloppe nucléaire en recrutant des radeaux lipidiques (Giannios, Chatzantonaki, et
Georgatos 2017; Hirano et al. 2012). Ces trois domaines peuvent permettre 1’ancrage de
I’hétérochromatine ou des lamines a la protéine LBR. La protéine LBR est une des composantes
clés de I’architecture chromatinienne notamment dans les cellules a des stades précoces du
développement en liant I’hétérochromatine a la périphérie du noyau (Ye et Worman 1994;

Solovei et al. 2013).

3. Le complexe LINC

a. Généralités
Le complexe LINC est responsable de plusieurs fonctions dont le positionnement et la forme
du noyau, le maintien de la connexion du noyau et du centrosome, les mécanismes de réparation
de I’ADN, la migration cellulaire, et le positionnement des chromosomes lors de la méiose. I
aun rble également dans la perception et la transformation des contraintes physiques subies par
la cellule en un signal biologique ou mécano-transduction. Le complexe LINC permet d’établir
le lien entre le cytosquelette et les protéines du noyau via les protéines nesprines et SUN
(Hiraoka et Dernburg 2009; Lawrence et al. 2016; Lei et al. 2012; X. Zhang et al. 2009;

Nishioka et al. 2016; Crisp et al. 2006) (Figure 8).
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b. Les protéines nesprines
Les nesprines sont des protéines constitutives de I’enveloppe nucléaire ancrées a la membrane
interne. Elles sont un élément clé du complexe LINC qui permet d’établir un lien entre le
cytosquelette et le nucléosquelette. Les protéines de type nesprine forment une famille et sont
codées par les genes SYNE1, SYNE2, SYNE3, SYNE4 (King et al. 2014). Ces génes sont situés
sur le chromosome 6 pour SYNE1, 14 pour SYNE2 et SYNE3, et 19 pour SYNEA4. Les protéines
de la famille nesprine se composent d’un domaine globulaire en N-terminal ou domaine
d’homologie a la calponine permettant la liaison aux filaments d’actine, et un domaine
transmembranaire situé en C-terminal ou domaine KASH pour Klarsicht/ANC-1/Syne
homology qui permet la liaison aux protéines de la famille SUN (Rajgor et Shanahan 2013).
Ces deux domaines permettant les interactions protéiques sont separés par des séquences
répétées ou Spectrin repeat. Les différents génes codant pour les nesprines produisent par
épissage alternatif de nombreuses isoformes de longueur variable ayant des fonctions
Iégérement différentes et exprimées selon le stade de différenciation et le type cellulaire (Horn

2014) (Figure 8).

30



Les lamines Partenaires protéiques des lamines

Filaments d’actine

Microtubules

Filament intermédiaire

. e
Dynéine —

/ Nesprine 1/2 géante

Cytoplasme

Membrane externe de
I’enveloppe nucléaire

Espace périnucléaire

Membrane interne de
Penveloppe nucléaire

Noyau

Lamina nucléaire

Figure 8 : Représentation schématique du complexe LINC

Les nesprines s associent avec les protéines SUN pour former le complexe LINC. 1l est constitué des nesprines
(vert) et des protéines SUN (orange). Dans sa forme classique, le complexe LINC se forme par [’association
de 3 protéines nesprines et de 3 protéines SUNs.

c. Les différents types de nesprines
Nesprine 1 et Nesprine 2 sont codées respectivement par les genes SYNE1 et SYNE2. Elles ont
été les deux premiéres protéines identifiées contenant un domaine KASH. Ces deux protéines
comprennent un domaine de liaison a 1’actine situ¢ en N-terminal, des domaines SR et un
domaine KASH en C-terminal (Rajgor et Shanahan 2013; Gundersen et Worman 2013).
L’isoforme géante de la nesprine 1 et la nesprine 2 ont respectivement une taille d’environ
1.2MkDa et 800kDa. De nombreuses isoformes plus courtes existent et sont obtenues par
épissage alternatif, leur role serait proche des isoformes géantes (Yu et al. 2011). Les nesprines
sont produites au niveau du réticulum endoplasmique et s’intégrent a la membrane externe de
I’enveloppe nucléaire. Les deux genes -SYNE3 et SYNE4 -codent respectivement pour des

protéines plus courtes : la nesprine 3 (110kDa) et la nesprine 4 (43kDa) (Wilhelmsen et al.
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2005). La nesprine 3 se lie via son domaine de liaison a 1’actine et a la plectine. La plectine est
une protéine de la famille des plakines qui contient un domaine de liaison a I’actine et un
domaine permettant la fixation aux filaments intermédiaires présents dans le cytosquelette
(Ketema et al. 2013). Les nesprines 4 se fixent aux microtubules via les kinésines, elles ont un
role dans les cellules épithéliales, dans la polarisation de la cellule en agissant sur le
positionnement et la dynamique des microtubules via le centre d’organisation des microtubules

(Roux et al. 2009).

d. Les protéines SUN
Les protéines SUN sont ancrées dans la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire et forment
avec les protéines de la famille nesprine le complexe LINC. Il existe 5 genes codant pour 5
protéines SUN : SUN1, SUN2, SUN3, SUN4, SUN5. Les protéines SUN1 et SUN2 sont
ubiquitaires (Tapley et Starr 2013) contrairement aux protéines SUN3, SUN4, SUN5 qui sont
exprimees spécifiquement dans les testicules (Gob et al. 2010; Frohnert, Schweizer, et Hoyer-
Fender 2011). Les protéines SUN sont composées d’un domaine C-terminal situé dans I’espace
périnucléaire pouvant se lier au domaine KASH des protéines nesprines, un domaine
transmembranaire et un domaine N-terminal localisé dans le noyau pouvant se lier soit avec les
lamines composant la lamina nucléaire, soit avec d’autres protéines nucléaires. Les génes SUN1
et SUN 2 produisent de nombreuses isoformes obtenues par épissage alternatif (Nie et al. 2016).
Ces isoformes ont de nombreux réles, pas encore tous élucidés. Par exemple, SUN1 joue un
role dans le positionnement des télomeéres lors de la méiose et permet leur ancrage a I’enveloppe
nucléaire (Horn et al. 2013). Récemment, un réle de SUN1 et SUN2 a été mis en évidence dans
les mécanismes de reparation des cassures de I’ADN. Ainsi, il a été montré que les protéines
SUN interagissent avec le complexe DNA-PK nécessaire a la promotion des mécanismes de

réparation de I’ADN (Lei et al. 2012).
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e. Fonction du complexe LINC
Le complexe LINC établit un lien entre le cytosquelette et les protéines du noyau via les
protéines nesprines et SUN. Il permet la transmission des forces mécaniques subies par la
cellule au noyau pour induire une réponse cellulaire adaptée. Les protéines nesprines sont
associées au cytosquelette dans le cytoplasme via leur extrémité N-terminale globulaire et aux
protéines SUN dans I’espace périnucléaire via le domaine KASH situé a I'extrémité C-
terminale. Les protéines SUN s’associent avec les protéines enchassées dans la membrane

interne de I’enveloppe nucléaire et les lamines constituant la lamina nucléaire (Horn 2014).

Le complexe LINC est composé selon les études de cristallographie effectuées sur la liaison
KASH/SUN2 de trois protéines nesprines et trois protéines SUN (Sosa et al. 2012; W. Wang et
al. 2012). La connexion s’effectue entre le domaine KASH de la protéine nesprine et le domaine
SUN. Le domaine KASH se lie comme un crochet au domaine SUN situé a 1’extrémité C-
terminale. Les protéines SUN se composent d’une région en super hélice o permettant la
formation de trimeres de protéines SUN. Ces régions en superhélice o ont des propriétés
élastiques suggérant la capacité des protéines SUN a subir une contrainte physique induite par

le cytosquelette (Arsenovic et al. 2016).

Le complexe LINC peut étre constitué de différentes combinaisons d’hexaméres nesprine/SUN
(Mans et al. 2004). D’une autre fagon, le complexe LINC peut étre produit par une association
trimere/dimere ou trimére/monomeére soulevant la possibilité de former des structures plus

complexes (Lu et al. 2008).

Les régions nucléoplasmiques des protéines SUN1 et SUN2 interagissent directement avec les
lamines A, mais faiblement avec les lamines de type B. Des études sur des fibroblastes
embryonnaires de souris Lmna-/- ont démontré I’importance de I’interaction entre la lamine A
et la protéine SUN2. En effet, SUN2 est délocalisée en I’absence de lamine A alors qu’aucun

effet n’est constaté sur SUN1 (Q. Zhang et al. 2007). La lamine A interagit plus fortement avec
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SUNL. Ainsi, les protéines SUN et les lamines A interagissent de fagon coordonnée et dans des
mécanismes cellulaires communs. Les conséquences de la liaison entre SUN1 et lamine A sont
inconnues mais cette association peut étre régulée par des modifications post-traductionnelles
(phosphorylation et/ou sumoylation) (Cain et al. 2014; Chang et al. 2015). Ces interactions
peuvent ainsi étre affectées par le complexe LINC. Des études sur des cellules Lmna-/- murines
ont montré la relocalisation de nesprine 2 dans le réticulum endoplasmique. Les lamines A et
les protéines SUN influenceraient en retour la liaison entre le domaine KASH des nesprines et

les protéines SUN (Libotte et al. 2005).

Le complexe LINC permet ainsi la transmission au noyau du stress mécanique provenant du
milieu extérieur sur la membrane par I’intermédiaire du cytosquelette. De nombreuses études
montrent le lien entre le cytosquelette et le complexe LINC induisant le repositionnement du
noyau et la répartition des forces subies par celui-ci. Les lamines A/C jouent un role particulier
dans les propriétés du noyau (Philip et Dahl 2008). La déplétion des lamines A et C entraine
une déformabilité accrue du noyau. Les lamines A et le complexe LINC jouent ainsi un réle
prépondérant dans la stabilité et la rigidit¢t du noyau. D’autres expériences sur la
phosphorylation des lamines montrent une modification des propriétés viscoélastiques du tissu
suggérant un role dans la rigidité du noyau et sur I’expression génique (Swift et al. 2013).
L’application d’une force sur la protéine nesprine 1 entraine 1’augmentation de la rigidité du

noyau médiée par 1I’émerine (Guilluy et al. 2014).

Ainsi, le complexe LINC joue un réle majeur dans la cellule en permettant de maintenir une
communication entre le noyau et le nucléosquelette. Le complexe LINC et son association avec
les lamines tend a montrer la dynamique de la réponse du noyau aux forces mecaniques subies

par la cellule (Guilluy et Burridge 2015).
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1. Le tissu adipeux

Dans cette partie, nous décrirons les spécificités du tissu adipeux. Dans un premier temps, nous
aborderons le réle du tissu adipeux et son origine. Dans un deuxieme temps, nous décrirons les
differents types de tissu adipeux. Enfin, nous détaillerons les spécificités du tissu adipeux chez

I’adulte et chez 1’adolescent.

A. Généralités
Le tissu adipeux constitue chez I’adulte entre 10 et 25% de la masse corporelle. Ce pourcentage
varie en fonction du sexe et atteint 10 a 15% chez les hommes et 15 a 25% chez les femmes.
Le tissu adipeux est un organe endocrine innervé, vascularisé, et est constitué de nombreuses
cellules dont des macrophages, des fibroblastes, des cellules immunitaires, des cellules
endothéliales et des adipocytes. Ces derniers constituent 1’unité fonctionnelle du tissu adipeux
et sont issus de pré-adipocytes. Le tissu adipeux est responsable de plusieurs fonctions
permettant de maintenir la balance énergétique de I’organisme. Il stocke 1’énergie sous forme
de triglycérides pendant les périodes de prise alimentaire et libere 1’énergie durant les périodes
de jedne. Le tissu adipeux est également un tissu sécrétant de nombreuses molécules, de fagon
paracrine et endocrine, qui maintiennent son homéostasie. Le tissu adipeux constitue une
barriere physique permettant une isolation thermique. Il est également un amortisseur résistant

aux contraintes mecaniques du milieu extérieur (Dardour 2012).

On distingue chez I’'Homme trois types de tissus adipeux presentant des caractéristiques
cytologiques et fonctionnelles différentes. Le tissu adipeux blanc, le tissu adipeux brun et le

tissu adipeux beige (Wu et al. 2012).
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B. Origine du tissu adipeux

Les cellules du tissu adipeux dérivent de cellules mésenchymateuses multipotentes pour donner
le tissu adipeux blanc ou le tissu adipeux brun. Le tissu adipeux brun se développe des le stade
feetal alors que le tissu adipeux blanc apparait quelques jours aprés la naissance. Les cellules
mésenchymateuses se différencient via différents facteurs de transcription et prennent une
forme sphérique pour devenir des adipoblastes (Rosen et MacDougald 2006). Les adipoblastes
deviennent des pré-adipocytes et terminent ainsi leur différenciation. L’adipogenése consiste
en la transition de pré-adipocytes en adipocytes matures (Otto et Lane 2005). Dans un premier
temps, les pré-adipocytes se multiplient et se différencient grace aux facteurs de transcription

PPARY/C/EBP-a en adipocytes matures (Q. A. Wang et al. 2013; Tang et Lane 2012) (Figure

BMP2 BMP4
C/EBP-ap Adipocyte
: _________._Piiﬂ—v————'—_” blanc
PPAR agoniste
BMP2 Pré-adipocyte blanc Chaleurl “ insline
BMP4 B3 agoniste
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e ®
Cellule mésenchymateuse
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PGC-1a
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Myogénine
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Figure 9 : Développement des différents types de tissu adipeux

Le tissu adipeux se développe a partir de cellules mésenchymateuses. Le tissu adipeux blanc est majoritaire chez
I’homme, il se développe sous [’influence de protéines spécifiques. Les pré-adipocytes blancs peuvent donner, sous [ effet
de [’environnement et de facteurs spécifiques, les adipocytes beiges. Le tissu adipeux brun présent a moins de 1% chez
[’homme est issu de cellules mésenchymateuses Myf5 positives. Le tissu adipeux brun produit principalement de la

chaleur a partir des acides gras grace a une machinerie mitochondriale spécifique.

*Adapté de Reddy et al. 2014.
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C. Les différents types de tissu adipeux

1. Le tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est majoritaire chez ’homme et se répartit sur la totalité du corps. On
distingue le tissu adipeux viscéral qui entoure les organes et a un role structurel, du tissu adipeux
sous-cutané qui joue un réle dans le stockage de 1’énergie et constitue une barriére physique
permettant de résister aux variations de température et aux chocs (Heid et Keenan 2005). Le
tissu adipeux blanc est constitué majoritairement d’adipocytes blancs qui sont capables de
stocker 1’énergie sous forme de triglycérides. Les adipocytes ont une forme sphérique et sont
constitués d’une gouttelette lipidique uniloculaire. Leur taille peut varier de 1 a 200um selon la

quantité de triglycérides stockés (Murphy 2012) (Figure 10).
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Cellule
mésenchymateuse

Adipoblaste Pré-adipocyte Adipocyte Adipocyte mir

Déteminatiofjgre 10 : Développement du tissu A4 blanc
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2. Le tissu adipeux brun

Les adipocytes bruns contiennent plusieurs mitochondries et plusieurs gouttelettes lipidiques
(Cypess et al. 2009). Contrairement aux adipocytes blancs, ils convertissent 1’énergie en chaleur
via les mitochondries. Ils expriment spécifiquement le géne UCP1 qui permet ce processus
(Brand et Nicholls 2011). Les adipocytes bruns sont principalement exprimés chez le nouveau-
né et permettent de maintenir la température corporelle. En effet, le systeme nerveux moteur
n’est pas encore complétement développé pour induire une thermorégulation efficace. Le tissu
adipeux brun se retrouve a 1’age adulte au niveau supra claviculaire, para-vertébral et supra-

rénal. Il représente environ 1% du tissu adipeux total (Enerback 2010) (Figure 10).

3. Le tissu adipeux beige

Récemment, les chercheurs ont mis en évidence un troisieme type de tissu adipeux : le tissu
adipeux beige qui comprend les caractéristiques des adipocytes blancs et bruns. Les adipocytes
beiges présentent une gouttelette lipidique uniloculaire et un profil d’expression génique
similaire aux adipocytes blancs (Sharp et al. 2012). Lorsque le tissu adipeux subit une
stimulation au froid, ces cellules subissent un procédé de trans-différenciation entrainant une
modification de I’expression génique et des organites présents dans la cellule (Waldén et al.
2012). Les cellules adipocytaires beiges présentent alors des gouttelettes lipidiques
multiloculaires et expriment des génes comme UCPL1 favorisant la création de chaleur via les
acides gras stockés. Ce processus est réversible quand les cellules sont soumises a des stimuli

de chaleur, elles retournent, dés lors, a un état basal blanc (Wu et al. 2012) (Figure 10).
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D. Fonctions du tissu adipeux

1. Lipolyse et lipogenése

La lipolyse permet de libérer I’énergie stockée sous forme de triglycérides dans les gouttelettes
lipidiques des adipocytes, en libérant des acides gras libres dans la circulation sanguine et
lymphatique. La lipolyse est induite lors d’un besoin d’énergie de la part de I’organisme a
distance des prises alimentaires. Un signal adrénergique via des récepteurs a3 permet d’activer
la protéine PKA qui a pour réle de phosphoryler la périlipine située a la surface des gouttelettes
lipidiques. La périlipine phosphorylée permet de modifier la membrane des gouttelettes et de
permettre aux lipases de libérer les acides gras qu’elles contiennent. Les triglycérides sont clivés
principalement par les lipases LIPE et ATGL. Les acides gras libres sont disponibles pour la

synthése d’ATP (Bolsoni-Lopes et Alonso-Vale 2015).

La lipogenése permet le stockage des acides gras libres sous formes de triglycérides. Elle a lieu
en phase postprandiale et permet de stocker 1’énergie apportée par le bol alimentaire. La
lipogenése est induite par I’internalisation des acides gras libres par des cavéoles. Elle est
favorisée par I’insuline qui induit I’absorption du glucose et des acides gras et inhibe la lipolyse.
Le rble de I’insuline dans la lipogeneése a été démontrée chez des souris KO pour les récepteurs
a I’insuline sur le tissu adipeux qui montrent un syndrome lipodystrophique trés marqué (Rogne

et Taskén 2014).

Le tissu adipeux est sous le contrble du systeme nerveux sympathique et parasympathique qui
agit sur le métabolisme des acides gras et la sensibilité a I’insuline. Les adipocytes blancs
possédent des récepteurs P et o-adrénergiques. Le tissu adipeux sous-cutané présente
majoritairement des récepteurs B3 capables lorsqu’ils sont stimulés de favoriser la lipolyse et la

mobilisation des acides gras. L’équilibre entre la présence des récepteurs 3 et a-adrénergiques

39



Le tissu adipeux Fonctions du tissu adipeux

permet de maintenir 1’équilibre du métabolisme lipidique (Esteve Rafols 2014; McGown,

Birerdinc, et Younossi 2014).

Le tissu adipeux possede des récepteurs a I’insuline qui induisent sous stimulation d’insuline
une action antilipolytique et le stockage du glucose sous forme de lipides. Cet équilibre est
soumis & la prise alimentaire et aux périodes de jelne (Smith et Kahn 2016). 1l se dégrade dans
les cas d’anomalie du tissu adipeux. L’insulino-résistance entraine la dérégulation du
métabolisme lipidique favorisant la lipogenése et la faible mobilisation des triglycérides (Esteve

Rafols 2014).

2. Fonction endocrine

Le tissu adipeux est considéré comme un organe endocrine sécrétant de nombreuses hormones
nommées adipokines. Les adipokines contrélent plusieurs fonctions grace a une sécrétion
mérocrine, paracrine et/ou endocrine. Elles régulent notamment la prise alimentaire en agissant
sur le métabolisme lipidique et I’homéostasie du tissu adipeux (McGown, Birerdinc, et

Younossi 2014).

Parmi les adipokines, la leptine joue un role directement sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire
en induisant la sécrétion de peptides anorexigenes induisant 1’effet de satiété. Le taux
plasmatique de cette hormone est augmenté dans le syndrome métabolique et diminué dans les
lipodystrophies familiales partielles dues aux génes PPARy et LMNA (Paz-Filho, Mastronardi,
et Licinio 2015). L’apport de leptine sous forme d’un analogue synthétique (métreleptine)
permet d’améliorer les désordres métaboliques dont le taux de triglycérides circulants et

I’insulino-résistance chez les patients atteints de lipodystrophie (Brown et al. 2018).
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3. Tissu adipeux et hormones sexuelles

Lors de 1’adolescence, la puberté induit le développement des organes reproducteurs et la
sécretion des hormones sexuelles. Le tissu adipeux possede de nombreux récepteurs aux
cestrogenes et aux androgénes (Law et al. 2014; Karastergiou 2015). Pendant cette période, le
développement du tissu adipeux est donc modifié et se caractérise a 1’dge adulte, par une
différence de la quantité et de répartition de masse grasse entre les hommes et les femmes. Chez
les hommes, la secrétion de testostérone par les cellules de Leydig dans les testicules entraine
le développement de la masse musculaire et une activité lipolytique importante. Elle permet
¢galement d’inhiber la différentiation de pré-adipocytes en adipocytes dans des régions
spécifiques du corps (hanches et cuisses notamment). Chez les femmes, 1’absence
d’augmentation de sécrétion de testostérone et la sécrétion des cestrogeénes provoquent 1’effet
opposé. Ainsi, les femmes développent une croissance du tissu adipeux au niveau des hanches
et des cuisses. Les cestrogénes inhibent la lipolyse, potentialisent la lipogeneése et entrainent la

différentiation des pré-adipocytes en adipocytes.

La répartition des graisses est considérée androide si elles se situent plutot sur I’abdomen. Au
contraire, la répartition gynoide correspond a des graisses situées majoritairement au niveau des

hanches et des cuisses.
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IV. Les laminopathies

Les mutations du gene LMNA codant pour les lamines A et C sont responsables de pathologies
appelées laminopathies. Plus de 500 mutations ont été mises en évidence jusqu’a présent
causant une dizaine de pathologies extrémement variées (Gruenbaum et Foisner 2015). Ces
pathologies peuvent toucher un tissu specifique (tissu adipeux, tissu musculaire, nerf
périphérique) ou plusieurs tissus entrainant une atteinte multi-systémique. Cette hétérogénéité
clinique s’accompagne d’une diversité génétique impliquant des localisations et des types de
mutation variés (Worman et Bonne 2007). Dans un premier temps, nous allons décrire les
différentes laminopathies tissu-spécifiques puis les laminopathies multi-systémiques dans une
deuxiéme partie. Il est nécessaire de préciser que les laminopathies multi-systémique peuvent
étre issues de mutations du gene LMNA et sont dites « primaires ». Les laminopathies dites
« secondaire » sont issues de mutations du gene ZMPSTE24 impliquée dans la maturation des
différents types de lamine. Nous pouvons présenter succinctement les lamoinopathies
« acquises » entrainant un vieillissement accéléré indépendant d’une cause génétique. C’est le
cas des laminopathies iatrogénes induites par un traitement anti-VIH par inhibiteurs de protéase.
Récemment, un lien a été établit entre ces molécules et 1’enzyme ZMPSTE24 mettant en

évidence les cause de vieillissement accéléré chez les patients.
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A. Les laminopathies tissu-spécifigues

1. Les dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires constituent un groupe de pathologies héréditaires entrainant une
faiblesse progressive des muscles striés squelettiques. En 1999, I’équipe de Gisele Bonne a mis
en évidence pour la premiére fois, I’'implication du géne LMNA dans une forme autosomique
dominante de dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss (G. Bonne et al. 1999). Depuis, de
nombreuses mutations dans le géne LMNA ont été mises en évidence entrainant différents types
de dystrophies musculaires (Gisele Bonne et Quijano-Roy 2013) (Figure 11).

Trois principaux phénotypes de dystrophies musculaires ont été décrits liés a des mutations du
géne LMNA et constituent un continuum clinique. Ces trois phénotypes peuvent étre associés a
des anomalies cardiaques dont I’age de survenue est plus ou moins tardif selon les patients.

Le premier phénotype décrit est la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss de type 2 qui
apparait entre 20 et 30 ans (Puckelwartz et McNally 2011). Elle se caractérise cliniquement par
une triade de symptémes : faiblesse musculaire de la ceinture scapulo-péronéale, contractures
au niveau de la cheville, du coude et de la colonne vertébrale, et présence d’anomalies de la
conduction cardiaque associée a une cardiomyopathie dilatée (G. Bonne et al. 1999). Le mode
de transmission est autosomique dominant dans la plupart des cas mais peut étre récessif ou di
a un mosaicisme.

La dystrophie musculaire des ceintures ou limb girdle muscular distrophy (LGMD) constitue
le deuxieme phénotype impliquant le géne LMNA. La LGMD1B se définit par une atteinte
musculaire prédominante au niveau des ceintures scapulaire et pelvienne qui s’accentue sur les
muscles distaux. La LGMD1B peut s’accompagner d’anomalies cardiaques. L’age de survenue

se situe entre 30 et 40 ans (Wicklund et Kissel 2014).
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Le troisiéme phénotype, le plus sévere, est regroupe sous le nom de « LMNA-MD ». Il est di
a 1’age précoce d’apparition de la maladie et sa variabilité clinique. L’age de survenue de la
maladie se situe vers la deuxieme année de vie (Mercuri et al. 2004). Deux formes ont été
observées et différent selon la gravité de ’atteinte musculaire (D’Amico et al. 2005), I'une
sévere ou on observe une absence ou un faible développement moteur se compliquant par un
arrét respiratoire, et une autre plus modérée qui se caractérise par une faiblesse musculaire
progressive du squelette axial. (Quijano-Roy et al. 2008). Cette myopathie peut évoluer dans le
temps vers l'un des deux phénotypes décrits précédemment (LGMD1B ou EDMD2) mais

présente peu d’atteinte cardiaque.

2. Cardiomyopathies dilatées

Les cardiomyopathies dilatées sont la premiére cause de transplantation cardiaque et la
troisieme cause d’arrét cardiaque aux Etats-Unis (Maron et al. 2006). Elles sont dues a une
dilation du ventricule gauche ou des deux ventricules cardiaques et s’accompagnent d’une
diminution de la fraction d’¢jection systolique en l’absence d’autres causes mécaniques
(McKenna, Maron, et Thiene 2017). 20 a 50% des cas de cardiomyopathies dilatées sont
idiopathiques ou ont une cause familiale supposée mais sans cause moléculaire identifiée
(Hershberger, Hedges, et Morales 2013). Pres de 60 génes ont été associés a cette pathologie et
un mode transmission principalement autosomique dominant est décrit (J. Haas et al. 2015).
Six pourcent des cardiomyopathies dilatées sont associées au gene LMNA (Fatkin et al. 1999).
Les patients porteurs de certaines mutations dans le gene LMNA présentent 66% de risques de
développer une cardiomyopathie dilatée entre 20 et 40 ans. Ce nombre est de 100% apres 60
ans (Captur et al. 2017). Dans une méme famille, les porteurs d’une méme mutation expriment
la pathologie a des degrés variables (Schreiber et Kennedy 2013). Ces variations ne sont pas
encore expliquées et peuvent étre due a de nombreux facteurs comme par exemple I’association

a d’autres mutations sur d’autres génes. Les patients atteints de mutations du géne LMNA
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peuvent également présenter des phénotypes chevauchants pouvant allier une atteinte

cardiaque, musculaire et une lipodystrophie (Araco et al. 2017) (Figure 11).

3. Maladie de Charcot Marie-Tooth

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) fut décrite pour la premiere fois en 1886. C’est la
neuropathie périphérique héréditaire la plus fréquente (1/2500 naissances). Elle constitue en
fait un groupe de neuropathies périphériques héréditaires sensitivomotrices n’influant pas sur
I’espérance de vie (Abe et al. 2011). Elles se caractérisent par une faiblesse et une atrophie
musculaire progressive prédominante au niveau des membres inférieurs. Cliniquement, les
patients présentent une déformation des mains et des pieds, des crampes, une perte de la
sensibilité et une diminution voire une abolition des réflexes (Figure 11).

La CMT se caractérise par une grande hétérogénéité clinique et génétique. A ce jour, plus de
80 génes ont été mis en évidence (Jerath et Shy 2015).

En 1999, une étude sur 24 familles non apparentées originaires du Maroc et d’ Algérie incluant
40 patients atteints de CMT de forme axonale, a montré un déséquilibre de liaison dans le
chromosome 1 suggérant un possible effet fondateur (Bouhouche et al. 1999). En 2002, une
mutation du gene LMNA situé sur le chromosome 1 a été mise en évidence. Il s’agit d’une
mutation homozygote faux-sens ¢.892C>T (p.R298C) au niveau de 1’exon 5 (De Sandre-
Giovannoli et al. 2002). Les patients peuvent présenter malgré une mutation commune une
variabilité interfamiliale et intrafamiliale, induisant une évolution variable de la maladie de
Charcot Marie-Tooth. Les différents modéles cellulaires in vitro montrent une diminution du
taux de lamine A ainsi que ’apparition d’anomalies nucléaires. Le mod¢le de souris exprimant
la méme mutation présente une diminution de la vitesse de conduction nerveuse et une
diminution de I’excitabilité des cellules nerveuses. Des études montrent que la diminution de

la lamine A induit une diminution de quantité du facteur de transcription JUN (Gonzélez et al.
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2008). Le facteur JUN régule négativement la myélinisation et I’apoptose des cellules nerveuses

et il est associé a de nombreuses affections neurodégénératives (Gonzalez et al. 2008).

B. Les laminopathies multi-systémigques

Muscle strié squelettique Tissu adipeux Nerf périphérique Laminopathie multi-
systémique (progéria)

-~ Cardiomyopathie
dilatee Hypertrophie du tissu

adipeux dans le cou

et le dos
~ - ) -
‘ Scoliose Micrognathie
Dermopathie — Lipoatrophie localisée
Atteinte
musculaire Lipoatrophie

variable localisée

CMT type 2 Lipoatrophie généralisée
- neuropathie

périphérique

Ostéoporose

Distorsion du pied
(pes cavus)

Figure 11 : Description clinique des laminopathies tissu-spéecifiques et multi-systémiques

* Adapté de Worman et al. 2012

1. La progéria de Hutchinson-Gilford (HGPS)

La progéria de Hutchinson-Gilford (HGPS) est une maladie génétique rare survenant tot dans
I’enfance et entrainant un déces prématuré dans 1’adolescence (Eriksson et al. 2003). Elle a été
décrite pour la premiére fois a la fin du X1Xéme siecle, en 1886 par le Pr. Hutchinson et en
1895 par le Pr. Gilford sur un deuxieme cas (Hutchinson 1886; Gilford 1897). En 2003, 2
équipes ont incriminé pour la premiére fois le gene LMNA comme responsable d’HGPS (De
Sandre-Giovannoli et al. 2003; Eriksson et al. 2003). Au 1° octobre 2016, un recensement
international comptait 140 individus atteints de progeria. La prévalence est de 1 cas pour 20
millions d’individus selon les chiffres établis par la Progeria Research Foundation®. La

progéria se caractérise par un vieillissement accéléré 1ié a 1’accumulation d’un variant toxique
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de la lamine A, la progérine (Eriksson et al. 2003; De Sandre-Giovannoli et al. 2003). C’est une
pathologie multi-systémique dans laquelle on retrouve des défauts du tissu cardiaque, du tissu
osseux, des muscles, de la peau (Gordon et al. 2014).Les enfants paraissent normaux a la
naissance. Les signes cliniques apparaissent vers 1’age de 2 ans avec une perte d’élasticité de la
peau, une voix haut-perchée, des lésions osseuses pouvant entrainer des fractures, une calvitie

avec apparition du réseau veineux superficiel (Figure 12).

Ils développent un déficit de poids et de taille qui s’accompagne d’un diabéte de type II et
d’anomalies du bilan lipidique (Dominguez-Gerpe et Araudjo-Vilar 2008). La présence d’une

ostéolyse entraine de nombreuses anomalies articulaires et osseuses au niveau des clavicules,

1an 1an 2 ans 6 ans

7 ans 8 ans 10 ans 12 ans

de la mandibule et des membres inférieurs. Les patients ne présentent aucun déficit intellectuel.

Figure 12 : Evolution de la dysmorphie faciale chez des patients atteints de
Progéria de Hutchinson Gilford entre I’dge de 1 an et 12 ans.

L’espérance de vie se situe entre 10 et 20 ans avec un age médian de 14.6 ans (Merideth et al.
2008). Le déceés est di dans la majorité des cas a des anomalies cardiaques et vasculaires

induisant un syndrome coronarien aigu. Les autres cas de décés ont été reliés a des
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complications post-chirurgicales, des infections, des convulsions et d’autres causes systémiques

(Muchir et Worman 2010).

Les recherches ont mis en évidence une mutation de novo récurrente du gene LMNA impliquée
dans 90% des formes typiques de HGPS. La mutation ¢.1824C>T (p.Gly608Gly) de I’exon 11
ne change pas la composition en acides aminés mais entraine I’activation d’un site d’épissage
donneur cryptique du transcrit LMNA conduisant & un épissage anormal du messager et a une
délétion de 150 nucléotides. La protéine correspondante appelée progérine exerce un effet
toxique sur les cellules (De Sandre-Giovannoli et al. 2003). Le site cryptique est régulé
naturellement par le facteur SRSF-1. Chez le sujet humain agé, des analyses ont montré la
présence d’un taux de progérine élevé associé a des anomalies nucléaires (Scaffidi et Misteli
2006). La délétion en phase des 150 nucléotides entraine la disparition de la séquence d’acides
aminés contenant le site de clivage par I’enzyme métalloprotéase ZMPSTE24 (Gruenbaum et
Foisner 2015). La progérine subit ainsi les mémes trois premiéres étapes post traductionnelles
que la prélamine A mais ne peut étre clivée par ZMPSTE24 ce qui permet normalement
d’achever la maturation de la prélamine A en lamine A soluble (renvoi a la partie I1). Le site de
clivage étant absent, la progérine conserve son groupement farnésyle et reste fixée a la
membrane externe du réticulum endoplasmique. Elle s’accumule dans le noyau de la cellule ou

elle exerce un effet toxique (Cau et al. 2014) (Figure 13).

Figure 13 : Modifications post-traductionnelles de la progérine

La progérine subit les 3 premieres étapes de modifications post-traductionnelles comme la prélamine
A. La mutation progéria empéche le dernier clivage par [’enzyme ZMPSTE24 ce qui fait persister
l’ancrage de la progérine a la membrane interne de | ‘enveloppe nucléaire

*Cau & al., 2014
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La production de progérine joue un réle dominant négatif et modifie I’équilibre dynamique des
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I’intégrité de I’enveloppe nucléaire responsable de nombreuses anomalies nucléaires (Claire L.
Navarro, Cau, et Lévy 2006). Des études immunocytologiques sur différents types cellulaires
révélent des défauts de localisation de différentes protéines nucléaires et des anomalies
morphologiques nucléaires comme des anomalies de taille, de forme et la formation de hernies
caractéristiques sur 1I’enveloppe nucléaire. Ce phénotype cellulaire est associé a un turnover
cellulaire accru qui augmente le nombre de mitoses et le taux d’apoptose (Ahmed et al. 2017).
Hormis I’hypothése mécanique, la présence de progérine entraine également un défaut de
régulation de I’expression génique et une altération des zones chromatiniennes (L6pez-Otin et
al. 2013). Différentes études ont montré une augmentation des erreurs des marques épigéniques
et un défaut de recrutement des protéines permettant les mécanismes de réparation de I’ADN.
Les cellules présentent une sensibilité accrue aux agents endommageant I’ADN reflétée par la
phosphorylation de I’histone H2AX, la surexpression des génes cibles de p53 et une diminution
de la réplication cellulaire qui entrainent les cellules vers la voie apoptotique (Manju,

Muralikrishna, et Parnaik 2006).
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2. Ladysplasie acro-mandibulaire due aux mutations du géne LMNA

La dysplasie acro-mandibulaire a été associée a des mutations du géne LMNA qui entrainent
une forme multi-systémique plus modeérée que la progéria, caractérisee par des altérations
osseuses, une lipodystrophie et un vieillissement accéléré. Les premiers signes cliniques
apparaissent entre 1’age de 2 et 5 ans alors que les signes de vieillissement accéléré se
manifestent a partir de la deuxieme décennie de vie. Cliniqguement, les patients présentent des
anomalies de la peau, des traits dysmorphiques de la face et des altérations osseuses
caractérisées par une rigidité articulaire et une ostéolyse. L’anomalie du tissu adipeux se
caractérise par une lipoatrophie des membres inférieurs, une hypertrophie du tissu adipeux au
niveau du cou et du tronc. Ces anomalies sont accompagnées de désordres métaboliques dont
un diabete de type 2 et une hypertriglycéridémie. De fagon surprenante, il n’y a pas d’atteinte
cardiague ni musculaire dans la dysplasie acro-mandibulaire. Comme dans la progéria, les
études montrent la présence de noyau anormaux, la perte de la chromatine périphérique, et un

défaut de la lamina nucléaire (Vittoria Cenni et al. 2018).

3. Les laminopathies dues aux mutations du géne ZMPSTE24

Les laminopathies systémiques peuvent étre également dues a des mutations du gene
ZMPSTE24. Le géne ZMPSTE24 code pour la métalloprotéase impliquée spécifiqguement dans
la derniére étape de maturation post-traductionnelle de la lamine A. La protéine ZMPSTE24 est
composée de 7 domaines transmembranaires et s’organise sous la forme d’un «tunnel »
permettant de fixer et de cliver la prélamine A (Quigley et al. 2013). ZMPSTE24 clive
spécifiguement une séquence de 15 acides aminés en amont du site de farnésylation et libére la

lamine A sous forme soluble (Cau et al. 2014).

Les mutations non-sens et faux-sens du gene ZMPSTE24 entrainent un défaut d’activité totale

ou partielle de I’enzyme et donc un défaut de production plus ou moins total de lamine A mature
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(Claire Laure Navarro et al. 2014). La gravité de la pathologie est inversement corrélée a
I’activité résiduelle de I’enzyme. Le spectre clinique montre des atteintes de degré variable
allant de formes tres sévéres telles que la dermopathie restrictive, a des formes plus modérées
de syndrome progéroide. Récemment, nos travaux ont montré que des mutations dans ce géne
pouvaient conduire a des pathologies metaboliqgues moins séveres comme le syndrome

métabolique (Galant et al. 2016).

La dermopathie restrictive est une affection rare, de transmission autosomique récessive
caractérisée par une atteinte cutanée et des mouvements réduits a la naissance. Les nouveau-
nés meurent en période périnatale. Les mutations de type non-sens causales entrainent une
absence totale de la protéase. Cette absence induit une accumulation de prélamine A, une
mauvaise localisation des protéines nucléaires et un nombre important d’anomalies nucléaires

(Claire L. Navarro et al. 2004).

La dysplasie acro-mandibulaire de type B est induite par des mutations homozygotes ou
hétérozygotes composites du géne ZMPSTE24 qui n’inactivent pas complétement I’enzyme.
Les patients présentent un retard de croissance, des anomalies cranio-faciales et squelettiques
et une lipodystrophie généralisée associée a des désordres métaboliques. Ce sont des formes
plus séveres que la dysplasie acro-mandibulaire de type A qui présentent en outre une
lipoatrophie généralisée, une micrognathie et une atteinte rénale (glomérulonéphrite) (Agarwal

et al. 2003).
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C. Les lipodystrophies

Dans cette partie, nous détaillerons les différents types de lipodystrophies. Plus précisément,
nous décrirons les lipodystrophies d’origine génétique et les genes impliqués dans ces
pathologies. Finalement, nous déecrirons la lipodystrophie familiale de type 2 ou syndrome de
Dunnigan, dde & des mutations du géne LMNA et les autres laminopathies dites métaboliques

entrainant une anomalie du tissu adipeux.

1. Généralités

Les lipodystrophies constituent un groupe hétérogéne de pathologies entrainant une absence
complete ou une distribution anormale du tissu adipeux. Les lipodystrophies sont associées a
de nombreux désordres métaboliques dont une insulino-résistance pouvant évoluer vers un
diabete de type Il et une hypertriglycéridémie sévere. Anatomiquement, les patients peuvent
présenter une absence totale de tissu adipeux sous-cutané ou une absence de tissu adipeux
limitée a certaines régions et associée a une hypertrophie du tissu adipeux dans d'autres régions.
Les lipodystrophies peuvent étre d’origine génétique ou acquises. Les formes génétiques sont
des pathologies rares avec une prévalence difficilement estimée, située entre 1 cas sur 100 000
et 1 cas sur 1 million. Les formes acquises sont les plus fréquentes et sont imputables
majoritairement a des causes iatrogenes, hormonales, métaboliques ou inflammatoires (M.-C.

Vantyghem et al. 2012; Hussain et Garg 2016).
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2. Les lipodystrophies acquises

Le syndrome de Cushing est di a un hypercorticisme d’origine endogéne ou exogéne. Il
constitue la forme la plus commune de lipodystrophie. Le traitement prolongé par corticoide
associé a une mauvaise observance entraine une hypercortisolémie responsable du syndrome

de Cushing (Chaudhry et Bhimji 2017).

Parmi les formes iatrogenes, il est intéressant de mentionner la lipodystrophie induite par les
traitements antirétroviraux. La lipodystrophie apparait apres 2 a 4 ans de traitement par certains
inhibiteurs de protéase et certains analogues nucléosidiques de la transcriptase inverse (Guzman
et Al Aboud 2018). Les patients présentent une perte du tissu adipeux au niveau des membres
inférieurs et de la face et une accumulation au niveau du tronc et de ’abdomen et de nombreux
troubles métaboliques. De nombreuses études ont démontré 1’effet inhibiteur des antiprotéases
sur I’enzyme ZMPSTE24 indispensable a la maturation de la prélamine A (Coffinier et al. 2007)
qui entraine donc une accumulation de prélamine A. Les analogues nucléosidiques de la
transcriptase inverse peuvent également induire une lipodystrophie et des troubles métaboliques
en causant une atteinte de la chaine respiratoire mitochondriale (M.-C. Vantyghem et al. 2012).
L’utilisation de nouveaux antiprotéasiques ne présentant pas d’action sur ZMPSTE24 ont

permis de limiter cet effet secondaire.
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3. Les lipodystrophies d’origine génétique

Les syndromes lipodystrophiques d’origine génétique se caractérisent par une insulino-
résistance, une dyslipidémie pouvant étre associée a une stéatose hépatique et une absence
partielle ou totale de tissu adipeux. Ce tryptique se manifeste de facon plus ou moins sévere en
fonction du gene causal, de la mutation impliquée, de la quantité de tissu adipeux actif et du
sexe du patient. Une étude approfondie par des examens cliniques, 1’analyse de la masse
graisseuse et des études de biologie moléculaire permettent de confirmer le diagnostic de
lipodystrophie d’origine génétique.

Depuis une dizaine d’années, une dizaine de genes a été associée a des syndromes
lipodystrophiques partiels ou généralisés qui ont permis d’établir I’importance de nombreuses
voies moléculaires et de comprendre leurs impacts sur le tissu adipeux (A. Garg 2000) (Figure
14).

Enfin, les femmes ont une masse grasse globalement plus importante que les hommes et sont
plus nombreuses a développer un syndrome lipodystrophique. Elles présentent des désordres
métaboliques plus séveres que les hommes et un aspect morphologique androide au niveau du
tronc, de la face et des membres inférieurs facilitant le diagnostic clinique (Hussain et Garg

2016).
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Figure 14 : Facteurs intervenant dans la maturation du tissu adipeux et responsables des lipodystrophies
monogeéniques

Les lipodystrophies congénitales généralisées (CGL) ou syndrome de Berardinelli-Seip se
définissent par une absence compléte du tissu adipeux sous-cutané. La prévalence est estimée
a 1 cas sur 10 millions. Les patients présentent en outre des troubles métaboliques importants
dés les premiéres années de vie, dont une insulino-résistance puis un diabete de type Il, une
hypertriglycéridémie, une augmentation du métabolisme basal, un acanthosis nigricans. Les
complications se présentent sous forme de pancréatites. Les signes cliniques et biologiques
témoignent de I’incapacité des adipocytes a remplir leur rOle de stockage et de libération
d’énergie sous forme de triglycérides. La sécrétion endocrine du tissu adipeux est empéchée et
entraine un déséquilibre métabolique induisant de nombreux désordres (M.-C. Vantyghem et
al. 2012). Les mutations impliquées dans cette pathologie entrainent des phénotypes de sévérité
variable. A ce jour, des mutations sur 4 genes ont été associées a cette pathologie impliquant
des mécanismes cellulaires différents. Les mutations entrainent une perte de fonction et sont
transmises généralement selon un mode autosomique récessif. Deux des 4 genes sont
responsables de la formation des cavéoles qui permettent 1’internalisation et le stockage des

triglycérides : PTRF et CAV1 (Jeninga et Kalkhoven 2010). Les 2 autres, BSCL2 et AGPAT2
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jouent respectivement un role dans la formation des gouttelettes lipidiques et dans les voies
biochimiques permettant le stockage des acides gras libres en triglycérides (Hussain et Garg

2016) (Figure 14).

b. Les lipodystrophies partielles familiales

Les lipodystrophies familiales partielles (FPLD) sont caractérisées par une lipoatrophie des
membres inférieurs associée a une hypertrophie du tissu adipeux du tronc et du cou. La
prévalence est de 1 cas pour 100,000. Les signes cliniques et biologiques apparaissent entre
I’adolescence et 1’age de 30 ans. Les patients développent une insulino-résistance pouvant
évoluer en diabéte de type Il et une hypertriglycéridémie (Hussain et Garg 2016). Les femmes
sont plus séverement atteintes que les hommes et sont souvent mieux diagnostiquées du fait de
I’aspect androide de la répartition des graisses. De nombreux génes ont été mis en évidence
depuis les deux derniéres décennies et ont permis d’impliquer de nombreuses voies
biochimiques intervenant dans 1’homéostasie du tissu adipeux. Les génes impliqués dans les
lipodystrophies interviennent dans différentes fonctions du tissu adipeux : développement et
sénescence, voies biochimiques et structure des gouttelettes lipidiques (Jeninga et Kalkhoven

2010) (Tableau 1).

Le syndrome de Dunnigan ou lipodystrophie familiale partielle de type 2 est causé par des
mutations du géne LMNA. Il constitue la plus fréquente des FPLD. Il fera 1’objet d’une
description approfondie dans cette these, et ne sera donc que rapidement abordé dans cette

partie.
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Les laminopathies

c. Lesgenes impliqués dans les lipodystrophies
i.  Anomalie du développement du tissu adipeux

= PPARy

Les mutations du gene PPARy entrainent la lipodystrophie partielle familiale d’origine
génétique la plus frequente aprés le syndrome de Dunnigan. Le mode de transmission est
autosomique dominant. Le géne PPARy situé sur le chromosome 3 code pour la protéine PPARy
qui appartient & la sous-famille des récepteurs nucléaires PPAR. PPARy est un facteur de
transcription impliqué dans de tres nombreux mécanismes, il est notamment exprimé
majoritairement dans les adipocytes (Campeau et al. 2012). Le role prépondérant de PPARy a
été mis en évidence dans la différentiation des pré-adipocytes en adipocytes mdrs et également
dans le maintien des fonctions des adipocytes (Tang et Lane 2012). Les patients ont un
phénotype proche mais moins sévére que les patients atteints d’un syndrome de Dunnigan. Une
hypertension artérielle, une hypertriglycéridémie sévere, et une augmentation inexpliquée des

enzymes musculaires accompagnent les signes cliniques (Astapova et Leff 2014).

ii.  Protéines des voies métaboliques

= AKT2

La protéine AKT2 codée par le géne du méme nom est majoritairement exprimée dans les
adipocytes. AKT2 ou protéine kinase B est une enzyme clé dans la voie de signalisation de
I’insuline. Elle permet la régulation des récepteurs a I’insuline via son cofacteur PI3PK. De trés
rares cas de lipodystrophies partielles familiales ont été associés au gene AKT2. Les patients
ont un phénotype similaire au syndrome de Dunnigan, associé a une insulino-résistance sévéere
(George et al. 2004).
= LIPE
La lipase hormonosensible a éte associée a une lipodystrophie partielle familiale. Codée par le

gene LIPE situe sur le chromosome 19, elle est exprimée principalement dans le tissu adipeux,
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le tissu musculaire, cardiaque, ovarien et testiculaire. La lipase hormonosensible est un
médiateur crucial dans 1’hydrolyse des glycérides et du cholestérol dans le tissu adipeux a 1’age
adulte. Le défaut d’activité enzymatique de la lipase hormonosensible est associ¢ a une
lipoatrophie des membres inférieurs et une myopathie. Les patients présentent des troubles
métaboliques tels qu’un diabéte de type II, une hypertriglycéridémie et une stéatose hépatique

(Farhan et al. 2014).

iii.  Anomalies de structure des gouttelettes lipidiques

= PLIN1

Le géne PLIN1 a été impliqué dans des cas de lipodystrophies partielles familiales de
transmission dominante. Le gene PLIN1 code pour la périlipine 1, qui est exprimée
exclusivement a la surface des gouttelettes lipidiques des adipocytes (Kozusko et al. 2015), ou
elle joue un réle majeur dans leur formation et dans le mécanisme permettant le stockage et la
libération des triglycérides (Brasaemle et al. 2009). Les patients développent un diabete de type
I1, une hypertension artérielle et des anomalies de la conduction cardiaque. Cliniqguement, ils
présentent une lipoatrophie des membres inférieurs associée a une pseudohypertrophie
musculaire et un syndrome cushingoide. Les mutations décrites entrainent I'apparition d'un

codon stop prématuré et I'expression d'une protéine tronquée (Gandotra et al 2011).

= CIDEC

Le gene CIDEC (cell death-inducing DFFA-like effector C) a été également associé a une
lipodystrophie partielle familiale. 1l code pour la protéine du méme nom qui est localisée sur la
membrane des gouttelettes lipidiques. CIDEC joue un r6le dans leur formation et colocalise
avec la périlipine 1. Chez les patients, les adipocytes comportent plusieurs gouttelettes

lipidiques ce qui entraine un défaut de stockage et de libération des acides gras. Les patients
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présentent une lipoatrophie partielle des membres inférieurs, un acanthosis nigricans associé a
des troubles métaboliques tels qu’un diabéte de type II, une hypertriglycéridémie et une

hypertension artérielle sans anomalie cardiaque ni musculaire (Rubio-Cabezas et al. 2009).

iv.  Anomalie de la sénescence du tissu adipeux

= LMNA
Le gene LMNA est responsable de la plus fréquente des lipodystrophies d’origine génétique : la

lipodystrophie partielle familiale de type Dunnigan. La transmission est autosomique
dominante et la pénétrance est quasiment compléte. L’accumulation de lamine A mutée entraine
un défaut des adipocytes en augmentant leur sénescence et en impactant leur role de stockage

et de libération des triglycérides (M.-C. Vantyghem et al. 2012).
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D. Le syndrome de Dunnigan

1. Histoire de la maladie

Le syndrome de Dunnigan ou lipodystrophie partielle familiale de type 2 a été décrit pour la
premiere fois en 1974 (Dunnigan et al. 1974). Les premiers patients issus d’une famille
écossaise présentaient un diabéte de type Il, des anomalies du bilan lipidique associées a une
lipoatrophie des membres inférieurs et une hypertrophie du tissu adipeux au niveau de la nuque
et du cou. Les progres des analyses de biologie moléculaire a la fin des années 1990 et au début
des années 2000 ont permis d’identifier pour la premiére fois des mutations causales dans le
géne LMNA (R. A. Hegele 2000; Vigouroux et al. 2000a; Speckman et al. 2000). Depuis, de
nombreuses mutations ont été décrites, confirmant une transmission autosomique dominante.

La prévalence du syndrome de Dunnigan est difficile a déterminer, mais peut étre estimée a 1

cas sur 200,000.
2. Clinigue

Les patients atteints du syndrome de Dunnigan ne présentent aucun signe clinique dans
I'enfance. Les premieres manifestations sont observées a partir de 1’adolescence. Les patients
développent une insulino-résistance et des anomalies du bilan lipidique caractérisées par une
hypertriglycéridémie. On observe une lipoatrophie des membres inférieurs accompagnée d’une
hypertrophie du tissu adipeux au niveau de la face et du cou, un acanthosis nigricans, une
hyperphagie, un hirsutisme et des anomalies de la reproduction chez les femmes (syndrome des
ovaires polykystiques, fausse-couche, infertilité) (M. C. Vantyghem et al. 2008). Les patients
développent au fil des années une hypertension artérielle, un diabete de type Il et une
aggravation de 1’hypertriglycéridémie (Abhimanyu Garg 2004) plus rarement des anomalies

musculaires. L’aspect athlétique des membres inférieurs résulte de 1’absence de tissu adipeux
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(A. Garg 2000). Les femmes sont plus gravement atteintes que les hommes et développent des
anomalies du bilan lipidique, une insulino-résistance et des anomalies cardiaques plus séveres

(Hussain et Garg 2016).

Ces caractéristiques s’accompagnent de complications diverses comme une infertilité, des
fausses couches et dans plus de 50% des cas une polykystose ovarienne (M. C. Vantyghem et
al. 2008) ou encore une stéatose hépatique ou une pancréatite dues a I’accumulation de
triglycérides dans le sang (Abhimanyu Garg 2004). Les anomalies métaboliques peuvent

également induire des complications cardio-vasculaires pouvant entrainer un déces prématuré.

3. Caractéristigues cellulaires

Des études cytologiques ont montré que les cellules des patients atteints du syndrome de
Dunnigan présentent des signes similaires a ceux observés sur les cellules de patients Progeéria
(Worman et Bonne 2007). En effet, sur les fibroblastes, on note une perte de I’intégrité de la
structure de 1’enveloppe nucléaire (Vigouroux et al. 2001) avec un taux ¢levé d’anomalies
nucléaires caractérisées par la présence de hernies de matériel génétique dans le cytoplasme
(Broers et al. 2006). Elles présentent également une accumulation de prélamine A dans le
noyau, ainsi qu’une dérégulation de la transcription de facteurs impliqués dans 1’adipogenése.
Récemment, des expériences ont montré le r6le de la lamine A dans la répression du locus
MEST/miR-335 permettant d’assurer I’expression des genes pro-adipogenes. Ce locus n’est pas
réprimé dans les adipocytes porteurs de la mutation p.Arg482Trp, ce qui permet I’expression
du miR-335 et I’inhibition de 1’expression des geénes pro-adipogénes (Oldenburg et al. 2017,

Elzeneini et Wickstrom 2017).
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4. Spectre mutationnel

Depuis le début des années 2000, de nombreuses mutations du gene LMNA ont été impliquées
dans le syndrome de Dunnigan. Un hot-spot mutationnel a été décrit dans 1’exon 8 sur le codon
482. Ce codon correspond a un acide aminé situé dans le domaine globulaire C-terminal de la
protéine et est responsable de 85% des cas de syndrome de Dunnigan (Broers et al. 2006). Les
autres mutations associées au syndrome de Dunnigan répertoriées par le site HGMD se situent
majoritairement dans le domaine de liaison aux immunoglobulines et le domaine C-terminal. Il
existe 13 mutations associées au syndrome de Dunnigan dont 6 dans I’exon 8. D’autres
mutations dans le géne LMNA sont impliquées dans des phénotypes proches du syndrome de
Dunnigan classées comme des laminopathies métaboliques. D’autres mutations sont associées
a un phénotype chevauchant 2 formes de laminopathies avec par exemple une atteinte du tissu
musculaire et/ou du tissu nerveux périphérique ce qui révele la complexité de la relation

génotype-phénotype dans ces pathologies (van Tintelen et al. 2007; Muschke et al. 2007).

5. Traitement

Le traitement des patients atteints de syndrome de Dunnigan repose sur la prise en charge des
anomalies métaboliques. Dans un premier temps, des mesures hygiéno-diététiques sont
combinées avec un traitement anti-diabétique a base de Metformine ou Insuline, un traitement
antihypertenseur et un traitement anticholestérolémiant (de statines et d’oméga-3). Les
problémes de fertilité sont traités par un traitement hormonal de substitution. L’accés a la
chirurgie réparatrice peut éventuellement corriger les signes disgracieux induits par la maladie,
notamment par liposuccion des exces de tissu graisseux. Les patients présentant un faible taux
de leptine dans le sang peuvent recevoir un traitement par substitution d’un analogue de la

leptine : la metreleptine. Ce traitement améliore le taux d’insuline et des triglycérides dans le
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sang et agit sur 1’état global du patient. Il doit étre ajusté au cours du temps pour diminuer les

risques de probléme cardio-vasculaire (Paz-Filho, Mastronardi, et Licinio 2015).
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V. Lesyndrome métabolique : une forme atténuée de
laminopathie spécifique du tissu adipeux ?

1. Historique

Depuis les premieres descriptions il y a pres d’un siécle, la définition du syndrome métabolique
a évolué. Deés les années 1930, Eskil Kylin et Gregorio Maraiion avaient mis en évidence un
lien entre le diabéte de type 2 et I’hypertension artérielle et avaient suggéré 1’existence de
mécanismes communs (Nilsson 2001). En 1956, Jean Vague fut le premier a différencier
cliniquement 1’obésité androide et 1’obésité gynoide et & mettre en évidence une association
entre athérosclérose, diabéte de type 2, obésité androide, goutte et calculs rénaux (Vague 1999).
En 1988, Reaven met en lumiére 1’importance de 1’insulino-résistance comme contributeur au
développement du diabéte de type 2 menant a 1’apparition de maladies cardiovasculaires. Il
associe plusieurs facteurs biologiques dont le taux élevé de VLDL, le faible taux d’HDL,
I’hypertension artérielle et I’hyperinsulinémie (Reaven 1988). Il suggere un réle négatif des
facteurs environnementaux et des facteurs génétiques. Pour unifier ces différents facteurs, il
définit leur association sous le nom de syndrome X. Au fil des années 90, sur la base du
syndrome X, les chercheurs ont mis en avant I’importance de la quantité de graisse sous-cutanee
et I’obésité centrale comme base de la définition du syndrome métabolique (Haffner et al.
1992). D’autres travaux ont mis en lumiére le role majeur de I’insulino-résistance dans le
développement de I’entité syndrome X. Au-dela des nombreuses définitions proposées par les
équipes de recherche dans le monde, I’OMS propose une premiére définition en 1998 afin
d’unifier la communauté scientifique devant le probleme de santé publique généré par

I’augmentation de 1’obésité et du diabete de type 2 dans les pays développés (K. G. Alberti et
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Zimmet 1998). Actuellement, le concept de syndrome métabolique est abandonné au profit

d’autres dénominations comme le syndrome cardio-métabolique.

2. Définition

A ce jour, plusieurs définitions coexistent pour le syndrome métabolique avec des critéres
cliniques et biologiques qui different selon les définitions. Une premiére définition a été établie
par I’organisation mondiale de la santé (OMS) en 1998 mettant en avance 1’association du
diabete de type 2 et les maladies cardiovasculaires (K. G. Alberti et Zimmet 1998). L’insulino-
résistance est considérée comme le critéere majeur. Celle-ci étant difficile a évaluer, elle est
associee a deux autres criteres parmi les suivants pour établir le diagnostic : une obésité
androide caractérisée par un IMC >30kg/m2 et un ratio hanche/taille >0.9 pour les hommes et
>0.85 pour les femmes, une hypertension artérielle (>140/90 mm d’Hg) et une dyslipidémie
caractérisée par un taux de HDL-cholestérol < 1mmol/L et un taux de triglycérides >
1.7mmol/L. Une autre définition a été proposée en 2001 par le groupe américain NCEP-ATPIII
(National Education Cholesterol Program — Adult Treatment Panel 111) qui se veut plus facile
et plus pratique que la définition de ’OMS de 1998 (Expert Panel on Detection, Evaluation,

and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults 2001).

En 2005, I'IDF (International Diabetes Foundation) donne une définition du syndrome
métabolique basée sur les mémes criteres que I’OMS et NCEP-ATPIII mais place 1’obésité
centrale et I’insulino-résistance comme principaux facteurs. Trois critéres ou plus parmi 5 sont
nécessaires pour poser le diagnostic. Cette définition prend en compte les différents groupes
ethniques et permet ainsi d’affiner le diagnostic et de prévenir la survenue des maladies cardio-

vasculaires (K. G. M. M. Alberti, Zimmet, et Shaw 2006).
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Chez les jeunes adultes et les enfants, les criteres ont été adaptés. La définition harmonisée par

I’IDF en 2007 permet de définir les critéres d’obésité et d’affiner les critéres pour les hommes

et les femmes (Kaur 2014) (Tableau 2).

OMS 1999

EGIR 1999 NCEP/ATPIII

IDF

Obésité

Hypertension
artérielle

Dyslipidémie

Insulinorésistance

Autres critéres

Diagnostic

Obésité centrale :

o IMC>30kg/m?

e  Ratio taille/hanche >0.9 pour les
hommes et >0.8 pour les femmes

>140/90 mm de Hg

Hypertriglycéridémie >150mg/dl ou
hypoHDLémie <35 mg/dl pour les
hommes et <39mg/dl pour les femmes

Hyperglycémie a jeun ou diabéte de
type2
Microalbuminurie 20pg/min ou
albumine/créatinine>30pg/mg
Hyperglycémie et 2 autres criteres ou
plus

Obésité abdominale :

>150mg/dl ou hypoHDLémie

Syndrome d’insulinorésistance

Obésité abdominale :
Circonférence de la taille e Circomférence de la taille >
>94 ¢m chez les hommes 102cm chez ’homme et >88
et > 80 cm chez les cm chez les femmes

hommes

>140/90 mm de Hg >140/85 mm de Hg
Traitement

antihypertenseur

Hypertriglycéridémie Hypertriglycéridémie >150mg/dl

HypoHDLémie <40mg/dl chez es
hommes et < 50mg/dl ches les
femmes

<39mg/dl
Hyperglycémie a jeun > 110mg/dl
RAS RAS

Hyperglycémie et 2 autres
critéres ou plus

3 criteres ou plus

Obésité centrale
. Circonférence de la taille
dépendant de I’ origine ethnique
chez les hommes et les femmes

>130 mm de Hg systolique
>85 mm de Hg diastolique

Hypertriglycéridémie >150mg/dl
HypoHDLémie <40mg/dl chez es
hommes et < 50mg/dl ches les
femmes
Hyperglycémie a jeun> 100mg/dl ou
diabéte de type 2
RAS

Obésité centrale plus 2 critéres

Tableau 2 : Comparaison des différentes définitions du syndrome métabolique

RAS : Rien a signaler
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3. Epidémiologie

La prévalence du syndrome métabolique est estimée entre 20 et 25% de la population selon
I'IDF (K. G. M. M. Alberti, Zimmet, et Shaw 2006). Néanmoins, ce chiffre n’est pas
reproductible d’un continent a I’autre du fait des nombreux facteurs influant sur 1’apparition du
syndrome métabolique, comme 1’age, 1’ethnicité, 1’alimentation, le genre ou le statut social.
(Ford, Giles, et Dietz 2002). Pour les caucasiens et les afro-américains la prévalence varie
respectivement entre 22 et 25% alors que pour les populations hispaniques elle atteint 33%
(Watkins 2004). La prévalence dans la population européenne est estimée a 20%. Le syndrome
métabolique est un enjeu majeur de santé publique. Il augmente le risque de diabéte de type 2,
de maladies cardiovasculaires. Il est également associé a d’autres comorbidités dont la stéatose
hépatique, un état pro-thrombotique et pro-inflammatoire et des troubles de la reproduction.
Certains articles ont également rapporté une association entre le syndrome métabolique et

’apparition de certains types de cancer (Esposito, Capuano, et Giugliano 2014).

4. Physiopathologie

A ce jour, le syndrome métabolique s’explique par de nombreux facteurs. La surconsommation
de nourriture de faible qualité, riche en calories et I’absence d’activité physique quotidienne
expliquent 1’augmentation des cas d’obésité et des cas de syndrome métabolique. Cette
surconsommation de nourriture associee avec des facteurs génétiques et/ou des facteurs
interindividuels conduit a une hypertrophie du tissu adipeux. L’énergie est stockée sous forme
de triglycérides dans les adipocytes blancs qui sont alors hypertrophiques et hyperplasiques.
L’¢largissement des adipocytes blancs entraine une hypoxie localisée induisant 1’infiltration
des macrophages et des metabolites actifs dont des cytokines pro-inflammatoires, des

adipokines et des acides gras libres (Cinti et al. 2005; Halberg, Wernstedt-Asterholm, et Scherer
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2008). Le tissu adipeux blanc sain est métaboliqguement actif et sécrete de nombreuses
molécules permettant 1’équilibre entre les périodes de stockage de 1’énergie sous forme de
triglycérides et la libération d’énergie sous forme d’acide gras libres (McGown, Birerdinc, et
Younossi 2014). L’activité du tissu adipeux est altérée ce qui entraine une dérégulation globale.
En effet, de nombreux meédiateurs pro-inflammatoires sont sécrétés dont TNFa, CRP, IL6 et
PAI1l (Lau et al. 2005). Le TNFo promeut la libération d’acides gras libres et 1’insulino-
résistance par I’inhibition de IRS1. II est également associé a 1’obésité et a
I’hypertriglycéridémie (Tzanavari, Giannogonas, et Karalis 2010). Il provoque plus
globalement I’inhibition de la lipoprotéine lipase, la sensibilité a I’insuline et la production de
CRP dont le taux élevé est associé avec 1’apparition de maladies cardiovasculaires (Todendi et
al. 2015; Pradhan et al. 2001). PAI1 est sécréte par les plaquettes et le tissu adipeux. Un taux
¢levé de PAII est associé avec I’obésité et les maladies cardiovasculaires (Bilgic Gazioglu et

al. 2015).

En paralléle, deux facteurs se révelent étre altérés. L’adiponectine sécrétée par le tissu adipeux
permet de réguler de nombreuses voies métaboliques dont le métabolisme du glucose et des
lipides, la sensibilité a 1’insuline ainsi que I’inhibition des cytokines pro-inflammatoires. Elle
est fortement diminuée dans le syndrome métabolique ce qui favorise un état d’inflammation
chronique et les désordres retrouvés dans le syndrome métabolique (Nigro et al. 2014). La
leptine est une hormone sécrétée par le tissu adipeux et agissant sur I’hypothalamus. Son action
centrale induit la sécrétion de peptides anorexigenes permettant la sensation de satiété
(Rosenbaum et Leibel 2014). Dans les cas d’obésité ou de syndrome métabolique, la leptine est
tres augmentée mais son role est inefficace suite au développement d’une résistance a la leptine

(Crujeiras et al. 2015).
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Dans une autre mesure, les patients présentent une insulino-résistance provoquée par une
incapacité des tissus musculaire, adipeux et hépatique a gérer I’hyperglycémie. Les cellules B
du pancréas sécrete I’insuline pour pallier I’excés de glucose dans le sang ce qui entraine une
désensibilisation des différents récepteurs a I’insuline (Alam et al. 2014). Le développement du
diabéte de type 2 survient quand I’efficacité physiologique de I’insuline n’est plus suffisante
entrainant une hyperglycémie chronique qui conduit principalement a des manifestations

cliniques cardiaques, rénales et endothéliales (Halcox et Misra 2015).

On peut constater une augmentation des triglycérides, des LDLs et une diminution des HDLs
traduisant une altération du métabolisme lipidique. L’insulino-résistance et les anomalies du
bilan lipidique ménent & une altération des cellules endothéliales et une augmentation du risque
de formation de plaque d’athérome (Casavalle et al. 2014). Les vaisseaux sanguins dilatés
perdent en compliance ce qui, combiné a I’insulino-résistance et la dyslipidémie, favorise
’athérosclérose (Vykoukal et Davies 2011). D’autres facteurs s’ajoutent comme la production
de ROS et la diminution de NO nécessaire a I’homéostasie des cellules endothéliales (Toda et

Okamura 2013).
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5. Facteurs génétiques

A ce jour, les études a grande échelle sur la mise en évidence de déterminants génétiques du
syndrome métabolique s’avérent une tache difficile. Etant une maladie basée sur des
composantes cliniques et biologiques distinctes, la part de I’héritabilité se base sur une
génetique multifactorielle associée a I’effet de I’environnement. Chaque critere de la maladie
pris separément, peut avoir des causes monogeéniques ou multifactorielles. L’héritabilité a été
estimeée a 24% dans une étude comprenant 803 sujets issus de 89 familles hispano-caribéennes

(Lin et al. 2005).

Les études de liaison ou par association de genes candidats et GWAS (Genome Wide
Association Studies) ont nécessité le recrutement de grandes cohortes pour étudier les
déterminants génetiques du syndrome métabolique. Les différentes analyses de liaison ont
permis d’identifier de nombreux loci associés au syndrome métabolique ou ses composantes.
Néanmoins, il est difficile de discriminer efficacement des loci caractéristiques de la pathologie

ou de la cohorte étudiée.

Les GWAS se sont basées sur 1I’étude de SNPs dans des génes reliés a la physiopathologie du
syndrome métabolique dont le métabolisme lipidique, le métabolisme glucidique, le stockage
d’énergie sous forme de graisses, la machinerie cellulaire et les genes responsables du
vieillissement de la cellule. Ces études ont été effectuées en associant les SNPs soit avec un
trait du syndrome métabolique, soit deux traits ; permettant de mettre en évidence dans les
cohortes 1’importance de SNPs dans certains mécanismes biologiques. Ainsi, les différentes
cohortes établies dans les différentes régions du globe ont reporté de nombreux loci associés
aux composantes du syndrome métabolique. La plupart des loci sont associés a des genes ayant
un réle dans le métabolisme lipidique et peuvent avoir un effet pléiotropique. Les génes IRS,
FTO et MC4R montrent I’importance du tissu adipeux et de la sensibilité a I’insuline dans la
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maladie (Stan¢akova et Laakso 2014). De plus, une méta-analyse reposant sur 18 etudes a révélé
une association positive entre le syndrome métabolique et des polymorphismes du gene FTO

(H. Wang et al. 2012).

Des études ont également été réalisées sur les microRNAs et sur les marques épigénétiques
associées au syndrome metabolique. Par exemple, la surexpression des MiR-33a et MiR-33b
favorise la diminution de HDL cholestérol, la diminution de la $-oxydation des acides gras et
la diminution de la sensibilité a I’insuline contribuant a I’apparition des critéres du syndrome
métabolique (Gharipour et Sadeghi 2013; Musso, Gambino, et Cassader 2010). Certaines
marques épigenétiques dans les genes « clock » (BMAL1, CLOCK et PER2) sont apparues

hypométhylées dans le syndrome métabolique (Hosoki et al. 2008).

La lipodystrophie partielle familiale est une maladie monogénique principalement due a des
mutations des genes LMNA et PPARy (Elzeneini et Wickstrom 2017). Ce phénotype présente
des similarités avec celui du syndrome métabolique suggérant la possibilité de mécanismes
communs. En effet, des articles ont mis en évidence une association entre syndrome
métabolique et des mutations dans LMNA et PPARy qui confirment les similitudes entre SM et

lipodystrophies partielles familiales (Astapova et Leff 2014; Vigouroux et al. 2000a).

Ces différentes approches révélent la difficulté de mettre en avant une cause génétique unique.
Il est nécessaire d’intégrer a ces résultats différentes variables dont I'origine géographique, ainsi
que différentes causes environnementales comme les conditions sociales et les habitudes

alimentaires.
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Ce travail repose sur 1’étude de 11 patients présentant un syndrome métabolique associé a un
taux d’anomalies nucléaires élevé. Ces patients présentent une obésité androide moderée,
associee a des désordres métaboliques dont une insulino-résistance et des anomalies du bilan
lipidique. En culture, les cellules de ces patients présentent toutes des anomalies nucléaires de
forme et de répartition de la lamine A, anomalies typiquement retrouvées dans les
laminopathies.

Parmi ces 11 patients, 3 sont porteurs de mutations hétérozygotes faux-sens du gene LMNA, un
est porteur d’une mutation hétérozygote faux-sens du géne ZMPSTE24 et 7 ne sont porteurs
d’aucune mutation ni dans ces 2 génes ni dans aucun des génes codant pour les protéines
impliquées dans la maturation de la prélamine A ou dans les lipodystrophies génétiques.

Le travail expérimental présenté ici consiste a apporter des arguments fonctionnels permettant
d’impliquer les mutations des genes LMNA et ZMPSTE24 dans la survenue du syndrome
métabolique. Des tests permettant de déterminer in vitro la capacité des cellules de patients a
proliférer, leur niveau de sénescence et 1’intégrité de 1’enveloppe nucléaire ainsi que des
transfections transitoires de cellules témoins ont été utilisés pour établir un lien entre les

mutations caractérisées et les anomalies nucléaires observées.
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Techniques de biologie moléculaire et cellulaire

I. Techniques de biologie moléculaire et cellulaire

A. Lignées cellulaires controle et patients

Les patients sont issus de la cohorte constituée par le service d’endocrinologie de 1’hopital Nord de
Marseille dirigé par le professeur Anne Dutour (Dutour et al. 2011). Les cellules utilisées in vitro sont
des fibroblastes. Les fibroblastes témoins proviennent de I’institut Coriell et sont décrits dans le tableau

3. Les cultures primaires de patients sont conservées au CRB TAC Timone.

Nom de la lignée controle Source Ethnie Genre Age

AGT7095 (Controle 1) Coriell Afro-américain Masculin 3ans
AG09309 (Contréle 2) Coriell Caucasien Féminin 21 ans
13334 (Controle 3) Autres Caucasien Féminin 42 ans

Tableau 3 : Données sur les lignées témoins de fibroblastes

B. Culture cellulaire de lignées primaires de fibroblastes humains

Les fibroblastes sont cultivés dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(Biowest, USA) avec 1g/L de glucose supplémenté (Biowest, France) avec 15% de sérum de
veau feetal (Eurobio, France), 1% de L-glutamine 8 200mM (Thermo Scientific, Ecosse) et 1%
d’un cocktail combinant des antibiotiques (10 000 unités/mL de pénicilline, 10 000pg/mL de

streptomycine) et des antifongiques (25pg/mL d’amphotéricine B)
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(Pénicilline/Streptomycine/Amphotéricine B) (Gibco™, USA). Les cellules sont cultivées dans

un incubateur a 37°C dans une atmosphére humide sous 5% de CO..

Les passages des cellules sont effectués entre 2 et 4 jours selon le taux de confluence observé
dans la flasque. Le milieu de culture est aspiré et les fibroblastes sont lavés avec du DPBS 1X
(Gibco™, France) qui est lui-méme ensuite éliminé. Les cellules sont ensuite décollées par 2mL
de trypsine/EDTA 1X incubées pendant 5 minutes dans une étuve a 37°C en atmosphere humide
a 5% CO>. L’action de la trypsine est stoppée par ajout de 8mL de milieu de culture et les
cellules sont centrifugées a 1100 tours par minutes pendant 5 minutes. Apres élimination du
surnageant, le culot est resuspendu dans du milieu de culture et transféré dans des flaques T25
ou T75 cm? (SPL Life Science, Corée du sud), des Labtek (Alkali Scientific, Espagne), des

plaques 6 puits (VWR, USA) ou 96 puits (VWR, USA) selon I’expérience effectuée.

Les cellules peuvent étre congelées a -80°C ou -150°C. Dans ce cas, les culots cellulaires sont
repris dans un milieu de congélation spécifique contenant du DMSO (Recovery™ Cell Culture

Freezing Medium, Gibco™, USA).

C. Extraction des protéines totales

Les fibroblastes cultivés dans des plaques 6 puits sont lavés avec du DPBS 1X. Les cellules
sont soumises a une solution de tampon de lyse NP40 et d’inhibiteurs de protéases de
concentration finale 1X (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Scientific, USA) a
température ambiante pendant 5 minutes. Les cellules sont récupérées avec un grattoir a cellule
et transférées dans un tube eppendorf de 2mL placé dans la glace pendant 30 minutes et vortexe
toutes les 5 minutes. La solution est soniquée 4 fois pour éliminer I’ADN (30 secondes
on/30secondes off) a 4°C avant d’étre centrifugée a 10,000g pendant 10 minutes a 4°C. Le

surnageant contenant les proteines est récupéré et stocke a -20°C ou -80°C.
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D. Quantification des protéines

La quantification des protéines est réalisée avec le kit Pierce BCA Protein Assay selon le
protocole recommandé par le fournisseur (Thermo Scientific, USA). Pour cela, nous utilisons
une gamme étalon allant de 5 & 1000ug/mL. Les échantillons sont ensuite dosés par un Nano
Drop 1000 (Thermo Scientific, USA) a la longueur d’onde de 562nm permettant de définir

I’absorbance.

E. Western Blot

Une quantité de 15 a 40ug de protéines est melangée avec un tampon de charge et un agent
réducteur. La solution est dénaturée a 95°C pendant 5 minutes et placée dans la glace. Les
échantillons sont déposés dans les puits du gel Bis-Tris 10-12% (BIO-RAD Criterion™, USA).
Pour suivre la phase de migration et déterminer le poids moléculaire des échantillons, 2
marqueurs de taille sont utilisés : Chameleon ladder (LI-COR, USA) et Spectra ladder (Thermo
Scientific, USA). La migration s’effectue dans une solution de XT MES 1X (BIO-RAD, USA)
pendant 1h a 150V. Le gel est transféré sur une membrane Immobilion FL® transfert membrane
PVFD (Merck Millipore Ltd., Irlande) activée dans 1’éthanol pendant 30 secondes. Le transfert
s’effectue a 100V pendant 1h 30 minutes. La membrane est ensuite incubée dans une solution
TBS 1X et tampon de blocage Odyssey (ROCKLAND™, USA) pendant 1 heure a température
ambiante sous agitation. La membrane est incubée avec une solution d’anticorps primaire
(Tableau 3) pendant 3 heures a température ambiante ou pendant 6h a 4°C. La membrane est
ensuite lavée 3 fois pendant 5 minutes dans une solution de TBS 1X (Thermo Scientific, USA)
et Tween 0.1% (SIGMA, USA), puis incubée dans une solution d’anticorps secondaire pendant
1 heure a température ambiante. La membrane est lavée 3 fois pendant 5 minutes dans une
solution de TBS1X + 0.1% de Tween 20, puis une fois par une solution de TBS 1X. La

membrane est révélée par le LI-COR® Odyssey CLx.
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F. Fixation des cellules

Les fibroblastes sont lavés par une solution de DPBS 1X pendant 10 minutes. Ils sont fixés
pendant 10 minutes par une solution de paraformaldéhyde a 4% (Electron Microscopy Sciences,
USA). Un nouveau lavage est effectué dans du DPBS 1X pendant 10 minutes. Trois bains
successifs de 3 minutes dans des solutions d’éthanol de concentrations croissantes (70, 90 et
100%) sont réalisés pour déshydrater les cellules. Les lames sont placées a température

ambiante pendant 20 minutes pour éliminer I’exces d’éthanol, puis elles sont congelées a -80°C.

G. Immunofluorescence

Les lames sont décongelées et incubées 10 minutes dans une chambre a vide, humide avec
200uL d’une solution de triton (DBPS 1X, triton 0,5% et inhibiteurs de protéases) et recouvertes
d’une lamelle. Les lames sont saturées par une solution BSA + cocktail d’inhibiteurs de
protéases pendant 30 minutes. Les lames sont ensuite incubées dans une solution d’anticorps
primaire (Tableau 5) anti-lamine diluée a 1/300éme dans du réactif BSA (DPBS 1X, sérum
albumine de boeuf fraction V, inhibiteurs de protéases) pendant 2 heures a température
ambiante ou sur la nuit a 4°C. Deux lavages au DPBS 1X pendant 5 minutes sont réalisés avant
d’incuber les lames avec une solution d’anticorps secondaire diluée au 1/400°™ dans du réactif
BSA pendant 1 heure a température ambiante. Deux lavages au DPBS 1X pendant 5 minutes
sont effectués avant dépot d’une solution de Vectashield-DAPI (500ng/mL) (Vector

laboratories, USA) puis les lames sont conservées a 4°C a I’abri de la lumiére.

H. Microscopie

Les lames sont observées et lues sur un microscope a fluorescence Apo Tome.2 avec AXio
Zoom. V16 (Zeiss, Allemagne). Les images produites sont analysées par le logiciel imageJ

1.46r Java.
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Tableau 4 : Tableau décrivant les anticorps primaires utilisés en immunofluorescence et en
Western Blotting

N.U : Non Utilisé

Anticorps Référence Monoclonal/Polyclonal Espéce Dilutionen WB  Dilution en IF
Lamine Sc20681
Santa Cruz Polyclonal Lapin 1/1000 1/200
A/C ) ;
Biotechnilogy
Lamine Sc6215
Santa Cruz Polyclonal Chevre 1/1000 1/400
A/C ;
Biotechnology
GAPDH | MAbcam 9484 Monoclonal Souris 1/1000 N.U
Abcam
Lamine SAB1306342 .
B1 Sigma-Aldrich Polyclonal Lapin 1/1000 N.U
. SBP3500211 .
Emerine Sigma-Aldrich Polyclonal Lapin 1/1000 N.U
BANF1 ap129184 Monoclonal Lapin 1/1000 N.U
Abcam
HPA025078 .
MAN1 Sigma-Aldrich Polyclonal Lapin 1/1000 N.U
ab226336 .
LAP2a Abcam Polyclonal Lapin 1/1000 N.U
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1. Transfection

A. Mutagénese dirigée

Les trois mutations faux-sens identifiées du gene LMNA ¢.1232G>A, ¢.1745G>T et ¢.1893G<A
ont été introduites dans le cDNA LMNA en utilisant le kit QuickChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA). Le plasmide contient un cDNA
prélamine A normal fusionné au cONA GFP (pBABA-puro-wt-lamin A (Addgene®, USA)).
Le cDNA LMNA est initialement cloné dans le vecteur pEGFP-C1 (Takara Bio, USA). Les
amorces contenant les 3 mutations LMNA ont été concues en utilisant le programme
QuickChange Primer Design Program (Tableau 6). La synthese des brins mutants est effectuée
par hybridation des amorces sur le plasmide non-muté préalablement dénaturé puis élongation
par I’enzyme PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase (Agilent Technologies, USA). Une
étape de digestion de I’ADN double brin parental est ensuite effectuée par I’enzyme de
restriction Dpnl. Les plasmides sont ensuite amplifiés dans des bactéries électrocompétentes
NEB 10 B. La selection des bactéries transformées est effectuée sur Kanamycine puis
I’amplification bactérienne est effectuée dans du milieu de culture LB + Kanamycine 50pg/ml.
L’extraction et la purification des plasmides est effectuée en utilisant le kit NucleoSpin®
Plasmid (Macherey-Nagel, Allemagne). La présence de la mutation dans le plasmide est ensuite

veérifiée par séquencgage (Tableau 7) avant d’effectuer la transfection dans des cellules controle.
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MLUI\BIa,;TXn Primer “Forward”: 5°-3’ Primer “reverse”: 5’-3’
c.1893G>A CTACCGCAGTGTGGGGGACAGT | GCTGCCACCCCCACTGTCCCCCAC
GGGGGTGGCAGC ACTGCGGTAG
c.1745G>T CACGGTGCGCGAGAGCAGGTTG | GAGTACAACCTGCTCTCGCGCACC
TACTC GTG
c1232G>A CCCAGACACAGGATGGGGGCAG | GGTGACGCTGCCCCCATCCTGTGT
CGTCACC CTGGGATGAG

Tableau 5 : Amorces utilisées pour la mutagénése dirigée

Prlmcel;sNI'_A\MNA Tm Séquence 5°-3’
1-3F 62 TCCGAGCAGTCTCTGTCCTT
1-3R 62 TCTCAAACTCACGCTGCTTC
4-6 F 60 GCAGACCATGAAGGAGGAAC
4-6 R 58 AGTTTGCGCTTTTTGGTGAC
7-9 F 64 GGCGAGGAGGAGAGGCTAC
7-9R 62 GTCGTCCTCAACCACAGTCA
10-12 F 60 GGAAGGCACAGAACACCTG
10-12 R 62 GGCATGAGGTGAGGAGGAC

Tableau 6 : Amorces utilisées pour le séquencage direct du cDNA LMNA

B. Transfection de plasmides

Les cellules témoin AG7095 (Tableau 3) sont transfectées dans des Lab-tek 4 puits avec le kit
jet Prime (Polyplus Transfection, France). 30,000 cellules sont déposées dans chaque puits. A
70% de confluence, les fibroblastes sont transfectés soit avec un plasmide exprimant une
prélamine A sauvage, soit avec un plasmide exprimant une prélamine A mutée. Deux quantités
différentes de plasmides sont testées : 250ng et 500ng. Le milieu de culture contenant le réactif
de transfection est remplacé par du milieu complet au bout de 6 heures d’incubation, puis les

cellules sont fixées 48 heures aprés la transfection.
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C. Transfection de siRNA

Le SiRNA utilisé cible spécifiquement la région 3°UTR du transcrit LMNA-prélamine A

(Eurogentec, Belgique). La séquence est reportée dans le tableau 7.

Les fibroblastes sont mis en culture dans des Labtek 4 puits et des plaques 6 puits.
Respectivement 40,000 et 150,000 cellules sont déposees par puits. A 60% de confluence, 3
concentrations de siRNA (10, 30 et 50 nM) sont transfectées a I’aide du kit Jetprime selon les
recommandations du fournisseur (Polyplus Transfection, France). Le milieu de culture est
changé 6 heures apres la transfection et les cellules sont fixées 48 heures apres la transfection

de siRNA.

Sens Séquence 5°-3’

SIRNAS Sens 5 -UUUUCUAAG/?\GAAGUUAUUS

Oligonucléotide anti-
sens (siRNAS)
contrdle

Sequence 5-AUCGGCUUGUCGCGUGAGCGAUCGA-3’
scrambled

Tableau 7 : Séquence d'ARN interférent (siRNA) anti-lamine A et contr6le (*'scrambled"")
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I1l. Tests de sénescence

A. Temps de doublement de population

Le temps de doublement de population a été mesuré entre les passages 10 et 25. Les cellules
sont repiquées tous les deux jours. A chaque passage, 600,000 cellules sont ensemenceées dans
des flasques T25. Les cellules sont comptées manuellement par KOVA slide ou par comptage
automatique par Countess Il FL Automated Cell Counter (Thermo Scientific, France). Le temps
de doublement de population est estimé en calculant le rapport log2(D/Do) ou D représente le
nombre de cellules comptées a un passage P et Do représente le nombre de cellules mises en
culture soit 600,000 cellules. L’expérience a été réitérée au minimum a 3 reprises (Martens et

al. 2000).

B. Sénescence associée a la B-galactosidase

La sénescence des cellules est évaluée par mesure de 1’activité B-galactosidase avec Beta-Glo®
Assay System (Promega, France). 10000 fibroblastes pour 100uL sont déposés dans des puits
d’une plaque 96 puits blanche (adaptée pour la mesure d’une luminescence) et chaque lignée
cellulaire est déposée en quadruple. Apres 48 heures, le milieu de culture est changé par du
DMEM sans red phénol supplémenté avec 15% de sérum de veau feetal, 1% de L-glutamine
200mM, 1% de PSA (Pénicilline-Streptomycine-Amphotéricine) pour éviter les interférences
pouvant affecter le signal de luminescence. 100uL de Beta-Glo® sont ajoutés dans chaque puits.
La plaque est agitée sur un agitateur magnétique pendant 30 secondes et ensuite incubée

pendant 30 minutes a température ambiante. La luminescence mesurée par I’appareil GloMax®
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(Promega, France) est proportionnelle a la quantité de B-galactosidase produite par les cellules.

Cing expeériences indépendantes ont éte réalisées sur chaque lignée cellulaire.

C. Incorporation de BrdU

La prolifération cellulaire est évaluée par la mesure de 1’incorporation de BrdU (5-bromo-2’-
désoxyuridine) pendant la synthése d’ADN. L’incorporation de BrdU est réalisée a 1’aide du
kit Cell proliferation ELISA BrdU colorimetric (Roche, France). Les cellules sont mises en
culture dans des plaques 96 puits transparentes a raison de 10000 par puits dans un volume de
100puL. Chaque lignée cellulaire est déposée en quadruple. Au bout de 24 heures d’incubation,
10pL de BrdU sont ajoutés dans chaque puits pendant 24 heures supplémentaires. Le milieu
contenant le BrdU est ensuite éliminé et remplacé par une solution de FixDenat permettant la
fixation et la perméabilisation cellulaire ainsi que la dénaturation de I’ ADN afin que 1’anticorps
anti-BrdU puisse agir. Les plaques sont incubées pendant 30 minutes a température ambiante a
I’abri de la lumiére. La solution de FixDenat est jetée par retournement et remplacée par une
solution d’anticorps monoclonal anti-BrdU conjugué a la péroxydase (POD). Les plaques sont
incubées pendant 90 minutes a température ambiante a I’abri de la lumiére. Les puits sont
ensuite lavés 3 fois avec du DPBS 1X avant ajout de 100uL de substrat TMB (3,3',5,5'-
Tétraméthylbenzidine) entrainant une coloration bleue sous I’action de la péroxydase. Les
plaques sont incubées 10 minutes jusqu’a ce que la coloration soit suffisante pour la mesure de
I’absorbance par spectrophotométrie. 25uL de H2SO4 & une concentration de 1M sont ajoutés
afin de stopper I’action de la peroxydase et permet ainsi de stabiliser la solution qui a pris une
coloration jaune. L’absorbance peut étre mesurée a la Amax de 450 nm (Amax de référence 600nm)

sur I’appareil GloMax®. Les expériences sont réalisées & minima 5 fois.
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IV. Séquencage haut débit

L’ADN est extrait a partir de fibroblastes de patients en utilisant le kit NucleoSpin® Tissue XS
(Machinery-Nagel, Allemagne) et purifi¢ a I’aide du kit QlAamp® DNA Micro Kit (Quiagen,
Allemagne) en suivant les recommandations du fournisseur. Le design des régions ciblees,
constituant la librairie, est réalisé par HaloPlex design wizard (Agilent Technologies, City, State
Abreviation, USA) selon HaloPlex Target Enrichment For lon Torrent Sequencing Version D4,
L’ensemble des fragments d’ADN a séquencer sont quantifiées par le Qubit® Fluorometer
(Thermo Scientific, USA) et qualifiées par le Bioanalyzer instrument (High Sensitivity DNA

Kit, Agilent) pour établir un mélange équimolaire des échantillons.

ION PI™ Template OT2 200 Kit v2 sur Ion One Touch™ 2 System (Thermo Scientific, USA)
permet I’amplification des séquences ADN cibles en PCR par émulsion et I’enrichissement des
billes magnétiques (lon Sphere Particles = ISP). La qualité des ISP est établie par le Qubit®
fluorometer. Les ISP sont chargées et séquencées par lon PI™ Chip 200 Kit v2 utilisant Ion
PI™ Sequencing 200 Kit v2 sur Ion Torrent PGM™ Sequencer (Thermo Scientific, USA). Les
séquences d’ADN contenues sur les ISP sont séquencées selon un panel de 82 génes codant
pour les lamines, des partenaires protéiques des lamines, des géenes impliqués dans le diabéte
de type 2, les lipodystrophies et 1I’obésité. La matrice de séquencage comprenant les amorces et
la polymérase permet de séquencer chaque brin positionné sur les ISP. Les nucléotides ajoutés
lors du séquengage sont détecteés selon une variation de pH et sont traduits en données brutes
par des ionogrammes. Les données brutes sont alignées avec le logiciel fourni incluant lon
Proton System pour générer les fichiers BAM. L’analyse de couverture et la profondeur des

séquences sont réalisées par le logiciel BEDtools v2.17. Les variants sont identifiés en utilisant
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Torrent Browser Variant Caller (version 4.0.2), annotés et priorises par le logiciel VarAFT

incluant le software Annovar (Desvignes et al. 2018).

V. Analyse statistique

Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel GraphPad Prism v.6.07 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Un test non paramétrique Mann-Whitney avec une p-value <
0.05 est utilisé pour comparer les échantillons indépendants deux a deux (contrdle vs patient).
Une analyse de variance (ANOVA) deux voies est réalisée pour comparer les différentes
courbes obtenues pour le temps de doublement de population et évaluer I’impact des passages
et des lignées cellulaires sur le temps de doublement de la population. Le seuil de significativité

utilisé est de : p<0,05.
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Description clinique des patients

I. Description clinique des patients

A. Patient avec une mutation du géne ZMPSTE?24 :

Le patient 1 agé de 49 ans, est originaire de Nouvelle-Calédonie, fumeur et rapporte une
consommation d’alcool réguliére. Il mesure 1,95 metres, pese 144 kilogrammes ce qui donne
un IMC de 37.9 kg/m2 (obésité morbide). Le tour de hanche et le tour de taille font
respectivement 120 et 130 centimeétres alors que le tour de cuisse est de 63 centimeétres.
L’examen clinique montre une hypertrophie du tissu adipeux au niveau du cou (« bosse de
bison ») et de la face mais ne révele pas de lipoatrophie des membres inférieurs. Il existe un
acanthosis nigricans au niveau des régions axillaires et cervicales. Il présente une obésité
androide, une hypertension artérielle et une dyslipidémie avec une hypertriglycéridémie et un
taux d’HDL bas. Le diabéte de type 2, déclaré a I’age de 39 ans, est traité par 1’association
d’une insulinothérapie et des antidiabétiques oraux. Il n'y a pas d’hypertrophie ou de faiblesse
musculaire malgré un taux en créatine kinase légeérement augmenté. L’examen hépatique
montre une hépatomégalie avec une stéatose hépatique sans augmentation des enzymes
hépatiques. L’examen cardiaque révéle une diminution de la fraction d’éjection systolique entre
25 et 30% qui nécessite un traitement par B-bloquant, diurétique et inhibiteur de 1’enzyme de
conversion. Le patient présente également un taux sérique d’adiponectine bas (1pug/mL (valeurs
usuelles : 3.8-11.8ug/mL)) et un taux sérique de leptine élevé (49.8ng/mL (valeurs usuelles :
3.3-8.7ng/mL). Par sequencage direct, une mutation hétérozygote faux-sens du geéne

ZMPSTE24, ¢.1312 C>T p.(Leu438Phe) a été mise en évidence. (Tableau 7).
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B. Patients présentant une mutation du géne LMNA :

1. Patient 2

Le patient 2 est un fumeur actif (40 paquets année) et rapporte une consommation d’alcool
journaliére (<30g/jour). L’IMC est de 36.5 kg/m? correspondant a une obésité morbide. Le tour
de taille est de 126 centimeétres et le ratio taille/hanches est de 1.16. La masse graisseuse est
évaluée a 35% par analyse bioélectrique de I’'impédance. L’examen clinique montre une
anomalie de répartition androide du tissu adipeux sans lipoatrophie des membres inférieurs. Il
est atteint d’un diabéte de type 2 diagnostiqué a I’age de 46 ans traité par antidiabétiques oraux
(sulfonylurée), présente une hypertension artérielle et une anomalie du bilan lipidique
caractérisée par une hypertriglycéridémie, traitée par de fortes doses de statines (Atorvastatine
80mg/jour). Il présente une maladie de Basedow diagnostiquée a 1 an apres le diagnostic du
diabéte. Le patient a développé une ischémie cardiaque avec une fraction d’éjection systolique
diminuée (35%) et une sténose carotidienne. Il souffre d’une stéatose hépatique et d’une
cirrhose hépatique en rapport avec la consommation d’alcool. Il présente également une

néphropathie d’installation rapide et progressive (Tableau 7).

Les analyses de biologie moléculaire ont mis en évidence une mutation hétérozygote faux-sens

du géne LMNA, ¢.1232 C>T p.(Gly411Asp) (Tableau 8).

2. Patient 3

Le patient 3 est une femme agée de 51 ans, présentant un IMC de 37.1 kg/m?2 (obésité morbide)
avec une circonférence de la taille de 118cm. L’examen clinique montre un syndrome
cushingoide avec un hirsutisme de la face, associé a une obésité androide sans lipoatrophie des
membres inférieurs. Elle a développé un diabéte de type 2 diagnostiqué a 1’age de 26 ans et

traité dans un premier temps, par metformine et analogue de GLP-1, puis a partir de I’age de
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40 ans, par un traitement a base d’insuline. Les membres de sa famille sont atteints d'un diabete

de type 2 mais avec un age de survenue beaucoup plus tardif (apres 60 ans).

Le patient 3 présente également une hypertension artérielle et une dyslipidémie caractérisée par

Diabetes at 60 Diabetes at 40 Z -

OAD Insulin HTA
Aortic Died of pulmonary

TR )

Diabetes at 40 IFG Respiratory

insufficiency
Insulin
Diabetes at 55

OAD
HTA: hypertension L u

IFG: impaired fasting glucose Stroke
OAD: oral antidiabetic drug at 15
MI: myocardial infarction

Figure 15 : Arbre généalogique du patient 3

une hypertriglycéridémie sévére malgré un traitement par statines et fibrates, des myalgies
chroniques attribuées au traitement par anticholestérolémiant, un asthme, des apnées du
sommeil et un syndrome coronarien qui a nécessité la pose de 3 stents a 1’age de 42 ans. Les
examens cardiaques ont révélé une hypertrophie ventriculaire gauche et une pathologie des
artéres coronaires. L’examen hépatique révéle une stéatose hépatique sans augmentation des
transaminases. Il existe également une polykystose ovarienne. Les examens spécifiques
biologiques révélent une hyperleptinémie (39.3 ng/mL (valeurs usuelles : 3.3-8.7 ng/mL)) et un
taux bas d’adiponectine (1.34 pg/mL (valeurs usuelles : 3.8-11.8 pg/mL)). Le taux de leptine
élevé ainsi que I'absence de lipoatrophie des membres inférieurs sont les différences principales
avec le syndrome de Dunnigan dans lequel la leptine est effondrée et la lipoatrophie est marquée

sur les membres inférieurs.

Les analyses de biologie moléculaire ont mis en évidence une mutation hétérozygote faux-sens

du géne LMNA ¢.1893G>A p.(Gly631Asp) jamais décrite dans la littérature. Il n’a pas été
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possible de rechercher la mutation chez les parents de cette patiente, sa sceur n’est pas porteuse
de la mutation et ne présente pas le tableau de SM sévere. Les éléments cliniques et biologiques

sont résumeés dans le tableau 7.

3. Patient4

Le patient 4 est un homme &gé de 48 ans. Il ne présente pas d’anomalie notable de la répartition
du tissu adipeux et son IMC est égal a est 28.7 kg/mz2. Il présente un diabete de type 2 découvert
a ’age de 34 ans traité par insulinothérapie. Les membres de la famille présentent des
antécédents de diabéte de type 2. La mére du patient est décédée d’un infarctus du myocarde a
I’age de 44 ans et était atteinte d’un diabéte de type 2 et d’une hypertension artérielle. Du coté

maternel, certains membres présentent également un diabéte de type 2 (Figure 16).

Diabetes at 70 Death at 60

) r 1 Cardiac arrest at 90 Diabetes Death at 49
\ntrac@nla\ % mi Diabetes Diabetes at 50
embolism at 60 Insulin (high doses) oAD

Cardiac arrest

@| l- i | ‘ ﬁ F i i -

. 4 still birth
Diabetes at 40 Brain hemorrhage HTA 1 neomatal death Cerebral palsy
0AD at72 Disbetes Diabetes at 40
Diabetic foot ulcer M at 44 oAD
—I fﬁ\ (- 2"\
J Ny
4 \
O 0

Patient Family history

Figure 16 : Arbre généalogique du patient 4
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Le diabete est traité par insulinothérapie. Le patient est atteint d’une dyslipidémie caractérisée
par une hypertriglycéridémie sévere. Les examens cardiaques et musculaires se sont révélés

normaux.

Les analyses de biologie moléculaire ont mis en évidence une mutation hétérozygote faux-sens
du géne LMNA, ¢.1745 G>T p.(Arg582Leu) (Tableaux 9 et 10). Cette mutation n’est pas
rapportée dans la base de données Exac. Elle est rapportée une fois dans la base de données
ClinVar et associée a un effet incertain car mal documenté. Une mutation sur le méme résidu
mais entrainant le remplacement du résidu arginine par une histidine a été rapportée associée a
une forme classique de lipodystrophie familiale partielle. De plus, une autre mutation entrainant
la modification du méme résidu arginine en cystéine a été mise en évidence dans une famille
soit a I’état homozygote, soit hétérozygote. Elle est associée, a des degrés de sévérité variable,

a une lipodystrophie (Montenegro et al. 2018).
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Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4
Genre Masculin Masculin Féminin Masculin
Age 50 ans 55 ans 51 ans 48 ans
IMC 37.9 kg/m? 36.5 kg/m? 37.1 kg/m? 28.7 kg/m?
Hypertension ) ) ) )
) Oui Oui Oui Oui
artérielle
Aspect L ) L ) o ) Répartition androide
) Obésité androide Obésité androide Obésité androide ) )
physique du tissu adipeux
Anomalie du ] o ) S ] o
) Hypertriglycéridémie ) o Hypertriglycéridémie | Hypertriglycéridémie
bilan . . Hypertriglycéridémie ) . o
- Stéatose hépatique Stéatose hépatique sévére
lipidique
Diabeéte de
type 2 et age Oui a 39 ans Oui a 46 ans Oui a 26 ans Oui a 34 ans
de survenue
Atteinte ] )
) N.P N.P Myalgie chronique N.P
musculaire
) Diminution de la o ] Syndrome coronarien
Atteinte ) o Ischémie cardiaque .
) fraction d’éjection ) o Hypertrophie N.P
cardiaque ) Sténose carotidienne T
systolique ventriculaire gauche
Stéatose ) )
) Oui Non Oui Non
hépatique
ZMPSTE24 LMNA LMNA LMNA
Mutation
c.1312C>T c.1232G>A c.1893G>A c.1745G>T
p.Leu438Phe p.Gly411Asp p.Gly631Asp p.Arg582Leu
) Asthme
o Maladie de Basedow ) )
Autres Acanthosis nigricans ) ) Apnée du sommeil N.P
Néphropathie i
Polykystose ovarienne
Critéres du
syndrome 4/5 5/5 4/5 3/5
métabolique

Tableau 8 : Description clinique et biologique des patients portant une mutation des genes

LMNA et ZMPSTE24 (NP : non présent)
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C. Patients avec aucune mutation identifiée

Au cours d’une étude précédente, 5 patients atteints de syndrome métabolique sévere et dont
les fibroblastes présentaient un taux d’anomalies nucléaires élevé ont été identifiés (Dutour et
al 2011). Ces patients ne présentaient pas de mutation dans les génes LMNA ou ZMPSTE24 ni
dans les génes codant pour ICMT, FNTA et FNTB, des génes codant pour d’autres protéines
impliquées dans la maturation de la prélamine A. Le patient le plus jeune avait 44 ans et le plus
vieux 77 ans. Un seul patient n'était pas diabétique. Tous présentaient une obésité androide avec
un IMC> 35kg/m? associé soit a une hypertriglycéridémie sévere, soit a une stéatose hépatique.
Certains de ces patients souffraient de myalgies sous des formes diverses (n=3) ou présentaient

des troubles cardiaques (n=2) dont une cardiomyopathie dilatée et une arythmie ventriculaire.
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Il. Etude du patient ayant la mutation du gene ZMPSTE?24

Pour mémoire, le géne ZMPSTE?24 code pour I'enzyme assurant I'étape finale de la maturation
de la prélamine A en lamine A. Les mutations du gene ZMPSTE24 entrainent une diminution
de la capacité de maturation de la prélamine A en lamine A et ainsi une accumulation de

prélamine A farnésylée.

Afin de confirmer le role pathogéne de la mutation du géne ZMPSTE24 sur le phénotype du
patient 1, nous avons réalisé un certain nombre de tests visant d'une part, a diminuer la quantité
de prélamine A produite dans les fibroblastes du patient pour tenter de corriger le phénotype
cellulaire et d'autre part, a montrer que les cellules de ce patient présentent bien un défaut de
prolifération et une sénescence accélérée, ce qui est observé classiqguement en cas

d'accumulation de prelamine A.

A. Analyse de la mutation in silico

Les résultats de biologie moléculaire ont mis en évidence une mutation hétérozygote faux-sens
du géne ZMPSTE?24, ¢.1312 C>T (rs116771294). Elle entraine la modification de I’acide aminé
aliphatique leucine, par un acide aminé aromatique phénylalanine : ZMPSTE24 : p.Leu438Phe.
Cette mutation est décrite pathogene par les différents logiciels d’analyse bio-informatique
(Polyphen 2.0, Mutation Taster et UMD Predictor (Score de pathognéicité : 75/100). La
mutation est rapportée 10 fois dans Exac, uniquement dans la population d’Asie de ’est. La
fréquence dans la population globale est de 8.239.10°°. Elle est retrouvée 18 fois dans gnomAD,

également dans la population de 1’Asie de I’est, avec une fréquence de 6.854.10°°.
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B. Caractérisation des anomalies nucléaires

Afin de confirmer les résultats de 1’étude de la cohorte en 2011, nous avons déterminé le taux
d’anomalies nucléaires et les avons caractérisées. Les anomalies nucléaires ont été étudiées par
immunofluorescence sur deux types cellulaires : lymphoblastes et fibroblastes. Le noyau des
cellules est coloré spécifiquement par DAPI ce qui permet d’apprécier visuellement les
anomalies nucléaires. Le marquage spécifique par anticorps anti-lamine A permet de déterminer
les anomalies de forme et les anomalies de répartition de la lamine A. On retrouvait bien une
augmentation spécifique des anomalies nucléaires par comparaison avec les cellules contréles
ainsi qu’une diminution du signal en immunofluorescence et un marquage hétérogeéne
démontrant une anomalie de répartition de la protéine. Le comptage des anomalies nucléaires
révele majoritairement la présence d’anomalies de forme et de taille (54%+6.3%), ainsi qu’une
répartition anormale de la lamine A caractérisée par un nombre accru d’inclusions
cytoplasmiques et un marquage lamine A non uniforme en mottes dans le nucléoplasme
(39%=7.5%) (Figure 17). Ce résultat est confirmé sur les fibroblastes a différents passages. En

paralléle, un marquage lamine B et émerine ne montre pas d’anomalie caractéristique.

C. Tests de prolifération cellulaire et test de sénescence

Noyau normal Anomalie de Echappement Anomalie de
répartition cytoplasmique forme
nucléaire

Figure 17 : Différents profils d'anomalies nucléaires observés sur les fibroblastes du patient 1 en
immunofluorescence (Grossissement x100)

Marquage vert : Lamine A
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1. Temps de doublement de population

La prolifération cellulaire est évaluée par le temps nécessaire au doublement d'une population
de cellules (PDL pour Population Doubling Level). L expérience consiste @ mesurer la capacité
des cellules a proliférer en mettant en culture un nombre fixe de cellules (600,000 cellules) et
en évaluant le nombre de cellules obtenues apres 2 a 3 jours. Nous constatons que le PDL des
cellules controle reste stable entre les passages P10 et P23. Les fibroblastes portant la mutation
de ZMPSTE24 p.Leu438Phe ont un taux de prolifération significativement inférieur entre les
passages P10 et P20 (Test ANOVA, p<0.0001) notamment a partir du passage P16. Les
fibroblastes mutés ont donc un temps de doublement de population significativement diminué

par rapport aux fibroblastes controles (Figure 18).

== Controle 1 Patient 1

Log, D/DO

Passages

Figure 18 : Temps de doublement de population mesuré entre les passages P10 et P23 pour
les fibroblastes témoins et les fibroblastes du patient 1(n=3).
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2. Incorporation BrdU

Ce test consiste en I’incorporation d’une base modifée (BrdU) en, phase S du cycle cellulaire
permettant d’évaluer la capacité des cellules a se répliquer. Nous observons une diminution
significative de I’incorporation BrdU (p=0.0176) par les fibroblastes mutés ce qui traduit une
diminution significative du taux de réplication cellulaire par rapport aux cellules contrdle

(Figure 19).

Incorporation BrdU
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Figure 19 : Mesure de I'incorporation BrdU dans les fibroblastes témoins et les fibroblastes
mutés ZMPSTE24 (n=6)

Significativité : *p<0.05.
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3. Essai B-galactosidase

L’essai B-galactosidase permet de définir le taux de sénescence des cellules par la production
de B-galactosidase mesurée par une réaction de luminescence. Nous constatons, & passage
identique, une augmentation significative de la luminescence des fibroblastes mutés comparés
aux fibroblastes controle (p=0.0079). Le traitement des fibroblastes du patient par sSiRNAs
dirigés contre le transcrit LMNA restaure un niveau de luminescence comparable a celui des
fibroblastes contréle traduisant le fait que le taux de sénescence revient a un niveau normal
quand la production de prélamine A est freinée. En résumé, les fibroblastes mutés présentent
une sénescence significativement augmentée comparés aux fibroblastes contréle (p=0.0159) et
cette sénescence est prévenue par un traitement par ARN interférence dirigé contre le transcrit

LMNA (Figure 20).
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Figure 20 : Mesure de l'activité f-galactosidase sur les fibroblastes contrdles et les
fibroblastes mutés ZMPSTE?24 apreés traitement par siRNAs (n=5).

Significativité : *p<0.05 ; **p<0.01
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D. Modulation de ’expression de la lamine A par transfection d’ARN

interférent

Dans le but de préciser le role de la lamine A dans la formation des anomalies nucléaires
observées, nous avons utilisé un siRNA qui se fixe sur la région 3’UTR spécifique du transcrit
LMNA. Son rdle est d’empécher la traduction du transcrit en prélamine A et donc de diminuer
la quantité de prélamine A se produisant dans les cellules du patient en raison de la baisse
d'activitt de ZMPSTE24. L'effet du siRNA est comparé avec celui d'un SiRNA dit
« scrambled » c’est-a-dire de séquence non spécifique n’ayant aucun effet sur les transcrits
produits par la cellule ainsi qu'a des cellules non traitées par sSiRNA. Dans un premier temps,
nous avons vérifié 1’efficacité du siRNA anti-lamine A sur la diminution de la quantité de
lamine A mature traduite dans les fibroblastes par Western Blot. L’analyse des résultats de
Western Blot montre une diminution significative de la production de lamine A dans les
fibroblastes transfectés avec le siRNA anti-lamine. La diminution est évaluée entre 30 et 40%

(Figure 21).
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Figure 21 : Quantification par Western Blot de la quantité de lamine A traduite apres traitement par
SiRNAs sur les fibroblastes du patient muté ZMPSTE24 (n=3)
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Figure 22 : Pourcentage d'anomalies nucléaires observées en immunofluorescence apres
traitement par siRNAs (n=4).

Significativiteé : *p<0.005

En immunofluorescence, les fibroblastes sont marqués par des anticorps anti-lamine A et par
DAPI. Avant et apres traitement par siRNAs, nous évaluons le taux d’anomalies nucléaires
observées. Les fibroblastes traités par SIRNAs montrent une diminution significative du taux

d’anomalies nucléaires (p=0.0268) (Figure 22).
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A. Analyse des mutations in silico

Etude des patients ayant une mutation du gene LMNA

La fréquence des mutations caractérisées est déterminéee dans la population générale grace aux

bases de données publiques Exac et gnomAD. Les logiciels de prédiction bio-informatique

Polyphen, Mutation Taster et UMD predictor nous permettent d’apprécier la pathogénicité

théorique du variant identifié. Les résultats sont resumeés dans le tableau ci-dessous.

. Origine Mutation UMD
L 2EL Ui géographique | Taster Predictor PRI
Patient 2 LMNA Probablement Pat':c?;éne
P-GlyAL1ASD | ) o155 | 12210° Asie du sud Disease | pathogene
causing Score :0.1
rs267607647 Score : 66 34
p.Gly631Asp | 8.676.10" 8.198.10° Européen non Disease Pathogéne
6 AR Finnois causing s ) Score :0.9
core : 90
rs267607648 63
Patient 4 ; Pathogene
LMNA NR NR NR Disease Pathogéne
p.Arg582Leu ' ' ' causing Score - 96 Score :0.9
' 88

Tableau 9 : Prédiction des différents logiciels d'analyse bio-informatique pour les
differentes mutations du gene LMNA

N.R : Non Rapporté
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B. Caractérisation des anomalies nucléaires

II n’a pas été possible d’obtenir un prélévement de fibroblastes pour le patient 2. Les anomalies
nucléaires observées dans les fibroblastes des patients 3 et 4 mutés dans LMNA respectivement
p.Gly631Asp et p.Arg582L eu, sont caractérisées par immunofluorescence aprés marquage avec
un anticorps anti-lamine A. Les anomalies nucléaires principalement observées sont de taille,
de forme et de répartition de la lamine A. Nous pouvons observer également des hernies de
matériel nucléaire dans le cytoplasme, anomalie nucléaire observée typiquement dans la

progéria.

Les anomalies nucléaires sont augmentées significativement dans les fibroblastes possédant la

mutation LMNA comparés aux fibroblastes contréle (Figure 23).
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Figure 23 : Pourcentage des anomalies nucléaires sur les fibroblastes de patients et contréle.
e Patient 3 : n=4 (p=0.0286)
e Patient 4 : n=8 (p=0.004)

Significativité : *p<0.05 ; *p<0.01
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C. Transfection transitoire de plasmides

Nous avons tenté de reproduire les anomalies nucléaires observées dans les cellules de patients
en exprimant une protéine prélamine A mutée dans des cellules contr6le par transfection

transitoire d’un plasmide contenant le cDNA prélamine.

La transfection transitoire est réalisée sur des fibroblastes contrdle, réputés sains, provenant de
I’institut Coriell. Les fibroblastes sont transfectés avec 4 plasmides différents. Un plasmide
codant pour une prélamine A sauvage ne présentant aucune mutation et servant de témoin
négatif. Les 3 autres plasmides possédent un ADNc codant pour une prélamine A comportant
respectivement les 3 mutations identifiées chez les patients atteints de syndrome métabolique.
Les plasmides sont testés a deux concentrations différentes: 250 et 500 ng. Le plasmide
transfecté contenant la prélamine A sauvage ne doit pas entrainer un taux d’anomalies
nucléaires des cellules transfectées supérieur a ce qui est connu (Bonello-Palot et al. 2014). En
réalite, le taux d’expression de la prélamine A sauvage est assez élevé car le plasmide comporte
un promoteur fort ()CMV) induisant une forte expression de prélamine A qui s’ajoute a la
prélamine A intrinseque. Cette surexpression du transgéne entraine une légere augmentation
des anomalies nucléaires par accumulation de prélamine A car les capacités de maturation de
la prélamine A en lamine A sont dépassées. Toutefois, I’augmentation de ces anomalies reste

modérée et bien inférieure a celle observée avec les plasmides portant les mutations.

Le taux de transfection obtenu apres 48 heures d’incubation est estimé entre 10 et 20%. Les

expeériences sont réitérées au minimum 5 fois.

Les plasmides contenant les mutations p.Gly411Asp et p.Gly631Asp ont éte transfectés sur
deux types cellulaires: cellules endothéliales et fibroblastes, la mutation p.Arg582Leu

uniquement dans des fibroblastes. Les résultats montrent pour les deux types cellulaires une
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augmentation significative du nombre d’anomalies nucléaires observées dans les cellules

transfectées pour les 3 mutations (Figure 24 et 25).
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Figure 25 : Pourcentage d’anomalies nucléaires apres transfection transitoire de plasmides
exprimant une prélamine A sauvage ou mutée dans des fibroblastes (n=5).

Significativité : *p<0.05
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Figure 24 : Pourcentage d'anomalies nucléaires aprés transfection transitoire de plasmides
exprimant une prélamine A sauvage ou mutée dans des cellules endothéliales (n=4).

Significativité : *p<0.05
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D. Modulation de ’expression de la lamine A par transfection d’ARN

interférent

Dans le but de corriger les anomalies nucléaires causées par les différentes mutations du gene
LMNA identifiées chez les patients, nous avons utilisé un siRNA anti-lamine A. L’analyse des
résultats de Western Blot montre une diminution significative de production de lamine A dans
les fibroblastes traités avec le siRNA anti-lamine (Figure 26). La diminution est évaluée entre
30 et 40%. L’effet du sSiRNA sur la morphologie nucléaire est alors évalué et comparé d’une
part a I’effet d’un siRNA « scrambled » n’ayant aucun effet sur les transcrits produits par la

cellule et d’autre part a des cellules ne subissant aucun traitement par SiRNA.

Lamine A/GAPDH

L
Non transfecté siRNA siRNA scrambled

Figure 26 : Quantification par Western Blot de la quantité de lamine A traduite apres
traitement par siRNAs sur les fibroblastes du patient 3 (n=4).

Significativite : *p<0.05
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En immunofluorescence, les fibroblastes sont marqués par un anticorps anti-lamine A et par

DAPI. Aprés transfection, les fibroblastes mutés traités par SIRNA montrent une diminution

significative du taux d’anomalies nucléaires (*p<0.05) (Figure 27).
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Figure 27 : Pourcentage d'anomalies nucléaires observées en immunofluorescence apres

traitement par siRNAs (n=4).

Significativité : *p<0.05
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E. Etude de la prolifération cellulaire et test de sénescence

1. Temps de doublement de la population

La prolifération cellulaire est évaluée par temps de doublement de la population. L’expérience

consiste & mesurer la capacité des cellules a proliférer entre les passages P10 et P25.

Nous constatons que la capacité des cellules contrdle a proliférer reste stable entre les passages
P10 et P20 alors que les fibroblastes portant la mutation LMNA p.Gly631Asp et p.Arg582Leu
ont un taux de prolifération cellulaire significativement diminué (Test ANOVA, p<0.0001)

(Figure 28).

37 - Contrdle 1 == Patient3 =:= Patient4
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Figure 28 : Temps de doublement de population mesuré sur les fibroblastes controle et les
fibroblastes portant une mutation du gene LMNA (n=3).
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2. Incorporation du BrdU

Nous observons une diminution significative de la différence d’absorbance dans les fibroblastes
mutés a un méme passage (passage 16) (p=0.0386 et p=0.0043). Les fibroblastes mutés
incorporent significativement moins de BrdU ce qui traduit une diminution signification du taux

de réplication cellulaire (Figure 29).

Incorporation BrdU

**

2.01 *

A450-A600

Figure 29 : Mesure de I'incorporation du BrdU dans les fibroblastes témoins (n=5) et les
fibroblastes mutés LMNA.

e Patient 3: n=3
e Patient4 : n=6

Significativite : *p<0.05 ; **p<0.001
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3. Essai B-galactosidase

Nous constatons, a passage identique, une augmentation significative de la luminescence des
fibroblastes mutés comparés aux fibroblastes contrdle. Ce résultat montre la présence d’une
sénescence accélérée chez les fibroblastes de patients comparés a des fibroblastes témoins.

(Figure 30).
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Figure 30 : Mesure de l'activité f-galactosidase sur les fibroblastes controles et les
fibroblastes mutés LMNA (n=5).
Significativité : *p<0.05
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Dans un deuxiéme temps, nous avons mesur¢ la production de B-galactosidase en présence d’un
SiRNA anti-lamine. Aprés transfection par siRNA, la production de f-galactosidase redevient
¢équivalente a la production de B-galactosidase observée chez les fibroblastes témoins traités ou
non traités par sSiRNA uniquement pour le patient 3. Ce résultat s’avere non significatif pour le
patient 4 ce qui suggere que pour cette mutation, le mécanisme pathologique ne repose pas
entiérement sur I’accumulation de prélamine A muté. Les fibroblastes mutés présentent une
sénescence significativement augmentée comparés aux fibroblastes controle. Cette sénescence

n’est pas systématiquement prévenue par un traitement par ARN interférence contre le transcrit

LMNA (Figure 31).

600000 I 1

Luminescence

Controle 1
Controlel
+ siRNA
Patient 3
Patient 3
+ siRNA
Controle 2
Patient 4

Controle 2 + siRNAs
Patient 4 + siRNAs

Figure 31 : Production de -galactosidase mesurée sur les fibroblastes contréles et des
patient 3 et 4 non traités ou traités par siRNAs (n=5)

e Patient3:n=5
e Patient4: n=4

Significativité : *p<0.05
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IV. Etude des patients sans mutation identifiée

Cinq des patients étudiés présentent des anomalies de la morphologie nucléaire mais aucune
mutation identifiée dans la lamine A ou dans les protéines responsables de sa maturation. Nous
avons donc cherché a savoir si les cellules de ces patients présentaient aussi une sénescence
accélérée et si les anomalies observees étaient dues a un mecanisme faisant indirectement

intervenir la lamine A.

A. Tests de prolifération cellulaire et sénescence

1. Temps de doublement de population

La capacité de prolifération cellulaire est mesurée par temps de doublement de population. Les
fibroblastes de patients sont comparés a un contréle sain. Les fibroblastes de patients présentent
une diminution significative du temps de doublement de population entre les passages P10 et
P20 comparé a la culture primaire contréle. La capacité de prolifération des cellules de patients
décroit progressivement. Cette décroissance s’accélére a partir de P16 avec un taux de
prolifération inférieur a 0.5 a partir de P20 marquant une capacité de prolifération cellulaire
effondrée. Cette expérience montre que les cellules de patients ont une réplication cellulaire

altérée (Figure 32).
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Figure 32 : Temps de doublement de population mesuré dans les fibroblastes des patients
sans aucune mutation identifiée (n=3)

2. Incorporation de BrdU

Les fibroblastes de patients présentent une diminution significative de la différence
d’absorbance comparé aux fibroblastes controle. Cette diminution traduit une diminution de
I’incorporation de BrdU, révélant un defaut de la réplication cellulaire chez les fibroblastes de

patients par rapport aux cellules témoin (Figure 33).
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207 B
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Figure 33 : Gesure|de I'incorporation de BrdU dans les fibr estémoins et les
fibroblastes Tie pogsfdaibt pas de mutation identifiée (n=5). :

A450zA

0.54

Significativité : *p<0.05

3. Test a la B-galactosidase

La production de B-galactosidase a été mesurée sur les fibroblastes des patients pour déterminer
le taux de sénescence des cellules. Les résultats obtenus sur les différentes cultures primaires
de fibroblastes montrent une augmentation significative de la luminescence des cellules de
patients par rapport au témoin. Cette augmentation de luminescence correspond a une
augmentation de la production de B-galactosidase qui traduit une sénescence accrue chez les
fibroblastes de patients comparés aux fibroblastes contréles. Les expériences ont été réalisées

a passage élevé (P20) pour tous les échantillons (Figure 34).
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Figure 34 : Production de béta-galactosidase mesurée sur les fibroblastes contr6le et des
patients avec aucune mutation identifiée (n=5)

Significativité : *p<0.05
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B. Traitement par ARN interférent anti lamine A

Le traitement par un siRNA anti lamine A dans les fibroblastes de patients vise a diminuer la
quantité de lamine A traduite. Nous cherchons a déterminer chez les patients n’ayant aucune
mutation identifiée, si les anomalies nucléaires et la sénescence cellulaire sont dues a un
mécanisme faisant intervenir la lamine A dans la cellule. Le siRNA est transfecté de fagon
transitoire pendant 48 heures dans des fibroblastes. Aprés 48 heures, nous mesurons par
luminescence la production de B-galactosidase. Les patients 5, 6, 7 et 8 ne présentent pas de
différence significative et ne montrent pas de diminution de production de B-galactosidase

(Figure 35).

Dans le cas contraire, pour le patient 9, I’effet du siRNA anti lamine A sur la production de [3-
galactosidase montre un résultat similaire aux résultats obtenus pour les fibroblastes mutés
LMNA et ZMPSTE24. Lorsqu’ils sont traités par siRNAs anti lamine A, les fibroblastes du
patient 9 exhibent une luminescence équivalente aux fibroblastes contréle traités et non traités.
Le résultat pour le patient 9 témoigne ainsi d’une efficacité du traitement sur la sénescence
cellulaire (Figure 35) et suggére que pour ce patient au moins, la lamine A ou la prélamine A,
sont fortement impliquées dans le mécanisme pathologique. Toutefois, il fut mentionné que les
cellules du patient 9 ont été traité dans une série d’expériences différentes par rapport aux

patients sans mutation identifiée.
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Patient 5

Patient 5 + siRNAs
Patient 6
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Patient 8 + siRNAs
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Controle 1
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Controle 1
Contrble 1 + siRNAs
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Figure 35 : Production de g-galactosidase mesurée sur les fibroblastes controles et sur les
fibroblastes des patients 5, 6, 7, 8 et 9 traités ou non traités par siRNAs.

e Patient5,6,7,8:n=8
e Patient9 : n=6

Significativité : *p<0.05
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Figure 36 : Pourcentage d'anomalies nucléaires observées en immunofluorescence apreés

traitement par siRNAs (n
Significativité : *p<0.05 ; **p<0.01
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C. Séquencage haut-débit

L’étude in vitro des fibroblastes des patients sans mutation identifiée montre les mémes
anomalies cellulaires que celles observées chez les fibroblastes possédant soit une mutation du
géne LMNA, soit une mutation du gene ZMPSTE24. Nous avons émis 1’hypothése que ces
anomalies sont dues a des anomalies d’une autre protéine de I’enveloppe nucléaire ou d’un
partenaire protéique de la lamine A. Ce partenaire aurait un impact sur le réle ou la localisation
de la lamine A et entrainerait ainsi les défauts observés in vitro. Nous avons effectué un
séquencage haut-débit sur des échantillons de sang de tous les patients de la cohorte. Nous
avons utilisé 2 stratégies : un séquencage d’exome et une approche par un panel de 82 genes
impliqués dans 1’obésité, le diabéte, les lipodystrophies, le métabolisme lipidique, ou codant

pour les partenaires protéiques de la lamine A.

Parmi les variants présents, nous avons retenu les variants rares (fréquence inférieure a 0.5%
dans gnomAD), faux-sens (hypothése : gain de fonction) et nous avons sélectionné les géenes
présentant des variants chez au moins 2 des patients de la cohorte. Les résultats de séquencage
d’exome et de panel de génes nous ont permis d’identifier des variants hétérozygotes faux-sens
prédits pathogenes par les différents logiciels d’analyse bio-informatique. Ces variants ont été
identifiés dans les genes de la famille nesprine et notamment dans les génes SYNEL et SYNEZ2,
protéines géantes jouant un rdle crucial dans les mécanismes de mécanotransduction. Nous
avons mis en évidence deux variants situés respectivement dans les genes SUN2 et SYNE3
impliqués dans le complexe LINC (Tableau 12). Nous avons également démontré Des
experiences sont en cours pour documenter 1’effet de ces variants sur 1’intégrité du noyau et sur

la sénescence.
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Patient 5

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9

. UMD Mutation gnomAD
Gene Mutation snp138 predictor Polyphen taster (%)

c.1195G>A . Probablement . 3

SUN2 0.V3901 rs139004902 Polymorphisme pathogene Polymorphisme 7,421.10
€.23315G>A Probablement Probablement R 3

SYNE1 0.R7772Q rs1388787771 pathogéne pathogéne Pathogéne 3,539. 10
€.25856T>C Probable Probablement R 3

SYNE 1 0.L8619P rs139834542 polymorphisme pathogéne Pathogéne 1,329.10
€.8686C>T . Probablement . 5

SYNE1 0.R2896C NA Pathogéne pathogéne Pathogéne 3,218.10
c.1141G>A Probable Probablement . 3

SYNE 1 rs146366996 olvmorphisme athoasne Polymorphisme 1,186.10

p.D381N polymorp pathog

€.280A>G Probable Probablement . 4

SYNE 2 0.194V rs146748294 polymorphisme pathogene Pathogéne 7,857.10
€.2866G>T . 4

rs150752116 NE Bénin Pathogene
SYNE 3 0.A956S i g 3,677.10

Tableau 10 : Variants retrouvés en NGS chez les patients sans aucune mutations identifiées
dans les génes LMNA et ZMPSTE24

NE : Non établi
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A. Mutation ZMPSTE?24

Dans cette partie, nous rapportons le phénotype détaillé d'un patient présentant un syndrome
métabolique associé a une mutation hétérozygote faux-sens du géne ZMPSTE24 ainsi qu’une
exploration du phénotype cellulaire associé ZMPSTE?24 (Galant et al. 2016). Jusqu’a présent,
les mutations de la protéine ZMPSTE?24 ont été associées a des syndromes progéroides comme
la dysplasie acro-mandibulaire de type B et la dermopathie restrictive (Cassini et al. 2018). Ces
deux pathologies sont considérées comme des laminopathies car elles sont liées a une
diminution voire une abolition de I’activité protéase de ZMPSTE24 induisant une accumulation
de prélamine A carboxyméthylée et farnésylée a la membrane interne de I’enveloppe nucléaire,
principale responsable de la pathologie (Claire Laure Navarro et al. 2014). La sévérité de I’effet
des mutations ZMPSTE24 est directement corrélée au degré d’accumulation de prélamine A
farnésylée dans les cellules et a la sévérité du phénotype clinique (Gordon et al. 2014; Worman

et al. 2009).

La protéine ZMPSTE24 comporte 7 domaines transmembranaires qui I’insérent dans la
membrane du réticulum endoplasmique. La protéine est trés conservée chez les eucaryotes, des
levures aux mammiféres. Les études de cristallographie 3D ont permis d’élucider sa structure
et de mettre en évidence une classe de protéases particuliere (Quigley et al. 2013). ZMPSTE24
contient une cavité avec un acces situé latéralement permettant probablement 1’insertion de
I’extrémité C-terminale de la prélamine A. La cavité contient un motif consensus HEXXH
coordonnant la fixation d’un ion Zinc et responsable de l'activité catalytique de I'enzyme. Le
motif fait face a I’intérieur de la chambre et rend possible la reconnaissance de la séquence de

clivage située sur la prélamine A.

Une équipe a montré in vitro que la mutation décrite chez le patient 1 diminuait 1’activité

protéolytique de ZMPSTE24 a 6% de I’activité normale (Barrowman et al. 2012). La mutation
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ZMPSTE24 : p.Leu438Phe a donc un effet perte de fonction mais cet effet devrait étre

compensé par I’all¢le sauvage puisque le patient est hétérozygote.

Afin de déterminer si une mutation hétérozygote perte de fonction pouvait produire un
phénotype de syndrome métabolique, une enquéte a été réalisée sur les parents et les apparentés
au premier et deuxiéme degré de nouveaux-nés portant la mutation homozygote ZMPSTE24 :
€.1085_1086insT (mutation perte de fonction par décalage du cadre de lecture) atteints de
dermopathie restrictive (OMIM #275210). Aucun des 4 apparentés interrogés, porteur
hétérozygote de la mutation perte de fonction ne présente de diabete de type 2,
d'hypertriglycéridémie ou de lipodystrophie. La perte de fonction compléte d’un alléle
n’entrainerait donc aucun effet phénotypique. Ceci suggere donc a contrario que la mutation
ZMPSTE?24 : p.Leu438Phe exerce un possible effet dominant négatif responsable du phénotype
observé chez notre patient hétérozygote. Les études de cristallographie 3D permettent d’établir
qu’il existe un domaine transmembranaire, proche du motif consensus HEXXH. D’aprés les
données cristallographiques, la mutation ZMPSTE24 : p.Leu438Phe serait située dans ce
domaine. Elle pourrait soit empécher le clivage correct de la prélamine A dans la chambre ou
se situe I’activité enzymatique de ZMPSTE24, soit séquestrer la prélamine dans ce motif, soit

diminuer son turn-over.

Une étude a effectué un classement des mutations du géne ZMPSTE24 recensées dans la
littérature (Spear et al. 2018). Le résultat définit 3 classes de mutations : celles de la classe |
affectant principalement la stabilité de la protéine, celles de la classe 11 affectant principalement
I’activité catalytique de la protéine et celles de la classe Ill affectant a la fois la stabilité et
I’activité catalytique. Le variant ZMPSTE?24 : p.Leu438Phe a une activite catalytique de 57.2%
et un taux d’expression de 67.9% comparé a ’enzyme sauvage. L’étude a classé la mutation
ZMSPTE24 p.Leu438Phe dans la classe 11, affectant ainsi 1’activité catalytique et la stabilité

de ZMPSTE24. En comparaison, la mutation hétérozygote ZMPSTE24 : p.Leud62Arg
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responsable de dermopathie restrictive se révele étre la plus sévere avec une activité catalytique
de 6.5% et un taux d’expression de 29.7%. Néanmoins, la mutation classique responsable de

dermopathie restrictive ZMPSTE24 : ¢.1085_1086insT n’a pas été testée.

Au niveau moléculaire, les lipodystrophies d’origine génétique sont liées a des défauts de
différenciation cellulaire, de maturation du tissu adipeux ou de protéines impliquées dans le
vieillissement accéléré (Hussain et Garg 2016). Le lien entre la lipodystrophie partielle et la
sénescence cellulaire a été mis en évidence pour des mutations du géne WRN codant pour une
hélicase impliquée dans la réplication et la réparation de I’ADN ainsi que dans des mutations
du géne LMNA. L’effet des mutations du gene LMNA entrainant le syndrome de Dunnigan est
expliqué au niveau de la cellule par 1’altération de I’architecture de 1’enveloppe nucléaire
causant ainsi une détérioration de la structure nucléaire des adipocytes menant a une mort
cellulaire prématurée (Oshima, Sidorova, et Monnat 2017; Ahmed et al. 2017; Vigouroux et al.

20004).

Contrairement aux patients atteints de lipodystrophie partielle familiale de type 2 associée a des
mutations du gene LMNA, le patient muté ZMPSTE24 ne montre pas de lipoatrophie des
membres inférieurs et présente une hyperleptinémie au lieu d’un taux effondré en leptine. Il
présente donc un tableau plus proche du syndrome métabolique que de la lipodystrophie

familiale partielle d’origine génétique.

Les expériences in vitro effectuées sur les fibroblastes du patient révelent une diminution de la
prolifération et de la réplication cellulaire équivalente a celle observée sur des fibroblastes
portant la mutation du gene LMNA entrainant un syndrome de Dunnigan. L’impact des
mutations du gene LMNA sur la prélamine A a été montré dans de nombreuses études. La
prélamine A mutée qui s’accumule lie SREBP1 a la périphérie du noyau et séquestre le pool de
SREBP1 qui n’est plus disponible pour activer le facteur de transcription PPARy nécessaire a

la différentiation des préadipocytes blancs (Capanni et al. 2005). Dans le cas de la mutation
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ZMPSTE24 : p.Leu438Phe, le mécanisme implique d’une part une accumulation de la
prélamine A due a la diminution de D’activité de la protéase ZMPSTE24 mais aussi

probablement un effet négatif de la protéine mutée sur la version non mutée de ZMPSTE24.

La limite de cette description réside dans le fait que 1’étude familiale n’a pas été possible et que

donc aucun autre cas n’a pu étre formellement diagnostiqué dans la famille du patient initial.

Néanmoins, la mutation de la protéine ZMPSTE?24 entrainant ce phénotype a été mis en cause
chez 2 patients n’ayant aucun lien de parenté. Le phénotype observé est moins sévére dans le
second cas mais entraine des désordres métaboliques déja observés chez notre patient. Cette
mutation reste tres rare ce qui pourrait étre due a une forte pression de sélection et une
conservation importante de I’acide aminé. Sur les bases de données agrégée d’exome, ce variant
n’est observé que 22 fois dans une population asiatique de 1’est portant la fréquence globale a
7.7x107°. Les deux patients étudiés ne sont pas originaires de ce bassin de population (Asiatique

du sud et Européen non finnois).
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B. Mutations LMNA

Les patients décrits dans cette étude présentent une mutation de la lamine A associée a un
phénotype de syndrome métabolique sévére avec un diabéte de type 2, une
hypertriglycéridémie, une stéatose hépatique et une anomalie de répartition du tissu adipeux.
IIs présentent par ailleurs un niveau de sénescence cellulaire élevé, caractérisé par un taux
d’anomalies nucléaires €levé (>30%), une capacité de prolifération diminuée et un taux de
réplication diminué. La surexpression de cDNA codant pour la prélamine A mutée dans des
fibroblastes sains permet de reproduire les anomalies nucléaires observées in vitro sur des
cellules de patients. Par ailleurs, le taux d’anomalies nucléaires observées est corrigé par
transfection d’un siRNA anti-lamine A, confirmant le r6le de I’accumulation de la forme mutée

de la prélamine A dans I’apparition des anomalies nucléaires.

Les mutations du gene LMNA peuvent entrainer des laminopathies tissu-spécifiques du tissu
adipeux (Jeru et al. 2017). La lipodystrophie partielle familiale de type 2 est caractérisée par
des désordres métaboliques et une répartition anormale du tissu adipeux survenant entre 20 et
30 ans. Il existe un hot-spot mutationnel situé sur le codon 482 impliqué dans plus de 80% des
cas du syndrome de Dunnigan (Dunnigan et al. 1974; Robert A. Hegele et al. 2000; Vigouroux
et al. 2000a). Les fibroblastes issus de patients atteints d’une lipodystrophie partielle familiale
de type 2 expriment un phénotype comparable aux cellules des patients avec une laminopathie
plus sévére (senescence prématurée, production d’espéces réactives de I’oxygene et dysfonction
mitochondriale) (Worman et Bonne 2007) avec en particulier un taux important d’anomalies
nucléaires, ce qui suggeére une modification de la composition de la lamina nucléaire (Guénantin
etal. 2014). De plus, d’autres études montrent une inhibition de la différenciation cellulaire des
pré-adipocytes en adipocytes (Boguslavsky, Stewart, et Worman 2006) soulignant le rdle des

mutations du géne LMNA dans I’altération de 1’adipogenése.
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Nous rapportons chez deux patients portant une mutation du géne LMNA une altération de la
prolifération et de la réplication cellulaire qui traduit une augmentation de la sénescence
cellulaire. L’étude in vitro sur les fibroblastes montre pour ces deux mutations des
caractéristiques typiques des laminopathies, mais associées a un phénotype clinique plus
modéreé et correspondant plus a un syndrome métabolique sévére qu'a une FPLD typique. En
particulier, il n'existe pas de lipoatrophie des membres inférieurs, ce qui est habituellement
observé dans les FPLD et le taux de leptine reste normal ou méme augmenté alors qu'il est

effondré dans la FPLD (Vigouroux et al. 2000b; Jeru et al. 2017).

Les mutations mises en évidence dans les lipodystrophies atypiques sont réparties sur
I’ensemble du transcrit LMNA reflétant une grande hétérogeneité alléliqgue. Néanmoins, la
majorité des mutations sont localisées dans le domaine C-terminal de la protéine et dans le
domaine de liaison aux immunoglobulines (Guillin-Amarelle et al. 2018). Les mutations
LMNA : p.Arg582Leu et LMNA : p.Gly631Asp touchent uniquement la protéine lamine A
puisqu’elles sont situées apres le site d’épissage alternatif de 1’exon 10 et ne concernent pas
I’isoforme lamine C. Le phénotype clinique est plus sévére chez le patient portant la mutation
LMNA : p.Gly631Asp, probablement parce qu’il s’agit d’un patient de sexe féminin. En effet,
les femmes sont plus sévérement atteintes que les hommes ce qui suggére que les individus de
sexe masculin pourraient étre sous-diagnostiqués car présentent des formes plus modérées de
syndrome métabolique. 1l serait indiqué d’étendre la recherche de mutations & des formes
cliniques moins sévéres ou modérées présentant uniquement des désordres métaboliques
accompagnés d’anomalies de répartition des graisses mais cela pourrait représenter un nombre

d’échantillons trés important a tester.

Reécemment, une étude a mis en évidence dans une famille, une mutation du gene LMNA
p.-Arg582Cys a I’état hétérozygote chez certains membres et homozygote chez d'autres. Cette

mutation située sur le méme résidu que la mutation portée par le patient 3 est associée quel que
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soit le statut homozygote ou hétérozygote, a une lipodystrophie atypique. Les 3 femmes portant
la mutation a 1’état homozygote présentent une lipodystrophie atypique sévere associée a des
désordres métaboliques importants (Montenegro et al. 2018). Un homme, membre de cette
famille et porteur de la mutation a 1’état hétérozygote présente une lipodystrophie plus modérée
comparable a celui présenté par une patiente porteuse hétérozygote pour la méme mutation
décrite dans une étude précédente (Mory et al. 2012) et comparable également au patient 3
présenté dans ce travail. Différentes substitutions de cet acide aminé entrainent donc des

phénotypes similaires de lipodystrophies atypiques.

Dans la littérature, seuls quelques cas ont jusqu’ici été rapportés associant un syndrome
métabolique avec une mutation du gene LMNA (Ambonville et al. 2017; Dutour et al. 2011,
Galant et al. 2016; Decaudain et al. 2007). Au regard de la prévalence du syndrome métabolique
sur la planéte, nous pouvons émettre 1’hypothése qu’il existe probablement un nombre non
négligeable de patients présentant une mutation du géne LMNA mais que ces patients sont sous

diagnostiqués

Une récente étude basée sur ’analyse de la fréquence des variants dans plusieurs bases de
données révele un grand nombre de variants LMNA dont certains selon les logiciels d’analyse
bio-informatique, pourraient étre impliqués dans une modification de la fonction ou de
I’assemblage des lamines dans la lamina pouvant ainsi jouer un réle dans la survenue de

pathologies comme le diabéte de type 2 (Florwick et al. 2017).

Une autre étude décrit une anticipation des complications métaboliques sur 3 générations de
patients atteints de lipodystrophies et portant des mutations du géne LMNA (Jeru et al. 2017).
Elle décrit une différence de 15 ans dans 1’dge d’apparition de la lipodystrophie et
I’hypertriglycéridémie entre la premiére et deuxiéme génération. Les auteurs constatent
I’apparition de lipodystrophies chez tous les patients de la troisieme génération avant 1’age de

18 ans (n=5). Le rdle des modifications récentes du régime alimentaire sur ce phénomene
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d’anticipation n’est pas evalué. Cette étude met en avant I’'importance du diagnostic génetique
chez les apparentés pour les mutations du géne LMNA entrainant des lipodystrophies puisqu’un
suivi clinique spécifique et thérapeutique peut étre mis en place pour ces patients selon de

nouvelles directives de 2016

En résumé, les différentes études in vitro réalisées sur ces mutations dans ce travail mettent en
évidence le rble de la lamine A mutée dans I’apparition des anomalies nucléaires et dans la
sévérité du phénotype. Les cas de lipodystrophies atypiques associés a une mutation du gene
LMNA montrent une grande hétérogénéité clinique. Cette variabilité peut s’accompagner d’un
possible role de facteurs environnementaux et/ou de facteurs génétiques modificateurs difficile

a explorer.
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C. Patients sans mutations identifiées

Nous présentons les résultats de I'étude de la sénescence chez 5 patients présentant un syndrome
métabolique associé a un taux d’anomalies nucléaires augmenté (Dutour et al. 2011). Les études
in vitro montrent une altération de la prolifération et de la réplication cellulaire et une
augmentation de la sénescence cellulaire, caractéristiques cellulaires communes aux
laminopathies alors qu’aucune mutation n’a été retrouvée dans ce gene. Néanmoins, la capacité
de prolifération cellulaire est moins altérée que chez les patients présentant des mutations

hétérozygote faux-sens des genes LMNA et/ou ZMPSTE24.

La transfection de siRNAs anti lamine A dans des fibroblastes de patients améliore cependant
le taux d’anomalies nucléaires, suggérant que la désorganisation de la lamina nucléaire et les
anomalies nucléaires pourraient étre causees par l'altération de I'interaction de la lamine A avec
I'un de ses partenaires. En effet, si la diminution de la production de prélamine A et donc de
lamine A corrige les défauts de morphologie nucléaire, on peut supposer gu'un des constituants
de I'enveloppe nucléaire en lien avec la lamine A porte une anomalie qui I'empéche d'interagir
tout a fait normalement avec elle et entraine donc ces anomalies. Toutefois, I’altération de la
lamina parait moins importante que dans les cas ou la lamine A est directement atteinte, puisque
le traitement par siRNAs ne permet pas dans la majorité des cas de corriger les tests de

sénescence a la B-galactosidase, ni I’altération de la capacité de réplication (BrDU).

L’analyse par séquencage haut débit réalisée sur des génes partenaires des lamines, des génes
du métabolisme lipidique, des génes impliquées dans les pathologies du vieillissement accéléré
et les syndromes lipodystrophiques a mis en évidence des variants candidats dans les génes
SYNE1, SYNE2. Ces genes codent pour les protéines de la famille nesprine, respectivement pour
nesprine 1, nesprine 2 et nesprine 3 (Rajgor et Shanahan 2013). Ces protéines sont des

partenaires indirects des lamines. Les nesprines font partie du complexe LINC permettant le
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lien entre le cytosquelette et le nucléosquelette (Horn 2014). Les nesprines, liées au
cytosquelette, s’associent dans 1’espace périnucléaire avec les protéines SUN connectées dans
le noyau avec les lamines et d’autres protéines nucléaires ancrees dans la membrane interne de

I’enveloppe nucléaire (Horn et al. 2013).

Cette interaction entre le cytosquelette et le nucléosquelette est médiée par les protéines SUN
et nesprines qui permettent la transmission de signaux mécaniques de la membrane plasmique
et du cytoplasme au noyau (Nie et al. 2016). Le complexe LINC assure des roles multiples
permettant de réguler de nombreux phénomenes dans la cellule dont le positionnement du
noyau et du centrosome, la migration du noyau, la mécanotransduction et la division cellulaire

(Sosa et al. 2012; Horn 2014, Cartwright et Karakesisoglou 2014).

Les nesprines ont été impliquées en pathologie humaine. Les nesprines 1 et 2 sont associées
respectivement avec la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss de type 4 (OMIM #612998) et
5 (OMIM #612999), pathologie qui peut aussi étre causeée par des mutations de la lamine A (G.
Bonne et al. 1999; Koch et Holaska 2014). Les nesprines sont donc responsables de pathologies

faisant partie du spectre des laminopathies tissu-spécifiques.

A ce jour, aucune mutation dans les protéines composant le complexe LINC n’a été associée
avec un syndrome lipodystrophique ou cardio-métabolique. Néanmoins, une étude a démontré
I’impact du complexe LINC dans I’adipogenése et souligne le réle crucial des différents types
de lamines (Boguslavsky, Stewart, et Worman 2006). Ainsi, la dynamique de 1’organisation de
la lamina nucléaire module le cytosquelette et joue un rdle dans la différenciation cellulaire des
adipocytes. Lors de la multiplication et la différentiation cellulaire du tissu adipeux,
I’assemblage et le réassemblage de 1’enveloppe nucléaire est un événement crucial (Capanni et
al. 2005). La réorganisation de I’enveloppe nucléaire est dépendante du pool de lamines. Les

mutations de la lamine A entrainent une réorganisation anormale de la lamina nucléaire
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(Verstraeten et al. 2011). L’organisation de I’enveloppe nucléaire et du cytosquelette dépend

du complexe LINC.

Ces ¢études suggérent I’importance du lien entre le complexe LINC (protéines nesprines et SUN)
et les lamines. Les mutations nesprines peuvent ainsi altérer la lamina nucléaire et le pool des
lamines dans le tissu adipeux. Le role de ces mutations n’est pas encore ¢lucidé mais pourrait

se révéler un facteur génétique a I’origine de désordres du tissu adipeux.

Les nesprines sont des protéines géantes et sont tres polymorphes. De nombreuses substitutions
sont présentes d'un individu a l'autre, certaines fréquentes et d'autres plus rares. Parmi les plus
rares, certaines de ces variations faux sens pourraient avoir un impact fonctionnel. Toute la
difficulté est de repérer, la ou les mutations ayant un possible effet sur le fonctionnement normal
de la protéine parmi l'ensemble des nombreuses variations qui sont, pour la plupart,
silencieuses. L'étude des propriétés fonctionnelles des variants les plus rares mise en évidence
chez les patients fera I'objet de projets futurs. Parmi les variants identifiés, il est nécessaire de
leur imputer un réle. Les premiéres pistes sont d’intégrer a 1’aide de vecteurs viraux des mini-
nesprines comportant, en une taille réduite, toutes les parties fonctionnelles de la protéine. Cette
approche peut permettre de montrer par rapport a un témoin sain, I’impact des mutations sur la
morphologie des noyaux et donc la lamina nucléaire et ses interactions avec la chromatine.
Ainsi, il est également envisagé de déterminer dans les fibroblastes de ces patients s’il existe
une altération de 1’architecture des différentes protéines ancrées a la membrane interne de
I’enveloppe nucléaire interagissant avec la chromatine et les différents types de lamines. La
mise en évidence des bases moléculaires favorisant I'apparition d'un syndrome métabolique est
primordiale pour mieux comprendre les mécanismes a l'origine de ces pathologies, pour pouvoir
identifier les patients a risque. Néanmoins, la definition du syndrome métabolique reste clinique
ne permettant pas d’apprécier I’importance de la génétique et d’autres facteurs

environnementaux. Aujourd’hui, le terme de syndrome cardiométabolique regroupe un
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ensemble de signes métaboliques (insulino-résistance, obésité et hypertension) s’aggravant en
pathologies plus sévere au fil du temps dont le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires
et AVC. Cette définition met en avant I’importance de 1’environnement associé a un fond

génetique favorable.

Dans le cadre génétique, les mutations du gene LMNA associées a des anomalies du tissu
adipeux sont un bon modé¢le pour étudier de nouvelles cibles d’intéréts. Les progres effectués
dans 1’étude des laminopathies mettent en évidence de nouvelles voies de signalisation
témoignant des déreglements du tissu adipeux et des désordres métaboliques inhérents a ces
pathologies. Les premieres pistes thérapeutiques visaient a inhiber la farnésylation des
prélamines. Ainsi, les traitements a base d’inhibiteur direct de la farnésyl transférase et/ou
I’association de médicaments agissant en amont de cette voie (Pravastatine et Zolendronate) ne
peuvent étre considérés comment des traitements curatifs mais permettent une amélioration de
certains signes cliniques de la Progéria de Hutchinson-Gilford, insuffisant face a la sévérité de
la pathologie. D’autres pistes se basent sur des approches différentes visant soit a diminuer
toxiques de la lamine immature, soit a inhiber leur traduction (ARN interférence), soit a
augmenter son élimination par autophagie (rapamycine). Ces pistes ne permettent pas encore
de faire la lumiere sur les mécanismes complexes de HGPS. Néanmoins, elles permettent
d’obtenir des renseignements nécessaires pour le traitement des laminopathies tissu-spécifique.
Par exemple, la rapamycine inhibe le complexe mTORCI1 nécessaire a I’homéostasie du tissu-
adipeux via SREPB1. Un traitement curatif reste imaginable dans un futur proche néanmoins
les travaux de recherche mettent en évidence le role de voies metaboliques permettant
d’apprécier plus finement les relations entre les désordres métaboliques et le tissu adipeux

ouvrant ces axes de recherche pour les pathologies associées au syndrome cardiométabolique.

134



Conclusion



Ce travail de thése repose sur 1’étude de patients atteints de syndrome métabolique présentant
un taux ¢levé d’anomalies nucléaires. Les anomalies nucléaires sont caracteristiques des
pathologies liées au vieillissement accéléré dont font partie les laminopathies. Causées par des
mutations du géne LMNA, les laminopathies peuvent étre associées a des pathologies
spécifiques du tissu adipeux dont les formes les moins sévéres présentent des similitudes avec
le syndrome métabolique. Nous avons ainsi caractérisé in vitro la sénescence cellulaire chez 9
patients présentant un syndrome metabolique associé a un taux d’anomalies nucléaires de 30%.
Dans cette étude, 3 de ces patients présentent une mutation hétérozygote faux-sens du gene
LMNA, 1 patient présente une mutation faux-sens hétérozygote du géne ZMPSTE?24 et les 5
derniers patients ne présentent aucune mutation dans les génes connus de lipodystrophie
génétique ou de maladies avec vieillissement prématuré. L’évaluation de la sénescence par un
panel d’expériences montre les mémes caractéristiques pour les patients mutés LMNA,
ZMPSTE24 ou non mutés. Nous mettons en évidence in vitro une sénescence cellulaire
accélérée, associée a des anomalies nucléaires chez des patients présentant initialement un
syndrome métabolique. Nous observons que la séveérité du phénotype clinique est positivement
corrélée a la sévérité du phénotype cellulaire dans le cadre des patients porteurs d’une mutation
LMNA. De plus, nous décrivons pour la premiere fois une mutation du gene ZMPSTE24
associée a un phénotype de syndrome meétabolique associé a la présence d’une hypertrophie du

tissu adipeux similaire a celle constatée chez les patients présentant un syndrome de Dunnigan.

Ces travaux montrent I’importance de ces mutations dans la survenue des désordres
métaboliques et dans les anomalies du tissu adipeux. Il permet de souligner le réle important
du processus de maturation post-traductionnelle de la prélamine A. L’impact de ces mutations
est dépendant toutefois de facteurs environnementaux favorisant le syndrome métabolique.
L’apparition de désordres métaboliques et d’anomalies du tissu adipeux dans les 3 premiéres

décennies doivent indiquer une recherche de mutation dans les génes de lipodystriphie partielle.
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Ces travaux ont mis en évidence des résultats similaires chez des patients ne portant pas une
mutation dans les genes LMNA ou ZMPSTE24. Les cellules présentent une sénescence
accélérée associée a des anomalies nucléaires. Les expériences par ARN interférence anti-
lamine A montrent une correction des anomalies nucléaires soulignant I'implication indirecte
des lamines A dans le mécanisme physiopathologique. Les mutations détectées par NGS sont
situées dans des protéines impliquées dans les protéines du complexe LINC dont notamment
les protéines nesprines. A ce jour, aucune mutation dans ces protéines a été associée a une
pathologie du tissu adipeux. Ainsi, il est nécessaire de déterminer si les mutations identifiées
sont responsables du phénotype cellulaire. Pour cela, une stratégie de transfection d’isoformes
modifiées et plus courtes de protéines nesprines permettra d’étudier leur impact sur les noyauX

des cellules.

Des tests rapides déterminant les défauts des cellules du patient permettraient d’apprécier la
sévérité du phénotype anticipant les possibles désordres métaboliques. Dans cette optique, le
dépistage de mutations potentiellement causales dans les génes des laminopathies ou
partenaires associé a des tests cellulaires permettrait une meilleure compréhension des

pathologies spécifiques du tissu adipeux de phénotype discret.
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Abstract: ZMPSTE24 encodes the only metalloprotease, which transforms prelamin into mature
lamin A. Up to now, mutations in ZMPSTE24 have been linked to Restrictive Dermopathy (RD),
Progeria or Mandibulo-Acral Dysplasia (MAD). We report here the phenotype of a patient referred
for severe metabolic syndrome and cardiomyopathy, carrying a mutation in ZMPSTE24. The patient
presented with a partial lipodystrophic syndrome associating hypertriglyceridemia, early onset
type 2 diabetes, and android obesity with truncal and abdominal fat accumulation but without
subcutaneous lipoatrophy. Other clinical features included acanthosis nigricans, liver steatosis, dilated
cardiomyopathy, and high myocardial and hepatic triglycerides content. Mutated fibroblasts from the
patient showed increased nuclear shape abnormalities and premature senescence as demonstrated by
a decreased Population Doubling Level, an increased beta-galactosidase activity and a decreased BrdU
incorporation rate. Reduced prelamin A expression by siRNA targeted toward LMNA transcripts
resulted in decreased nuclear anomalies. We show here that a central obesity without subcutaneous
lipoatrophy is associated with a laminopathy due to a heterozygous missense mutation in ZMPSTE24.
Given the high prevalence of metabolic syndrome and android obesity in the general population,
and in the absence of familial study, the causative link between mutation and phenotype cannot be
formally established. Nevertheless, altered lamina architecture observed in mutated fibroblasts are
responsible for premature cellular senescence and could contribute to the phenotype observed in
this patient.

Keywords: metabolic syndrome; cardiomyopathy; ZMPSTE24; premature senescence; nuclear
anomalies; laminopathy
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1. Introduction

Nuclear envelope defects, and more specifically defects of the meshwork named lamina, which
underlie the nuclear envelope (NE), result in various rare diseases with premature aging features.
Lamins (A and B-type lamins) are the main constituents of the lamina, which provide shape and rigidity
to the nucleus and play a critical role in gene expression. To be fully functional, the lamin A precursor
protein named prelamin A, undergoes several steps of post-translational maturation ending in the
cleavage of its farnesylated tail and resulting in mature lamin A. ZMPSTE24, a zinc metalloprotease, is
the only enzyme able to perform this cleavage and so far, prelamin A is the only mammalian substrate
identified for ZMPSTE24 [1]. Progeria, one of the most severe diseases with premature aging, is
most commonly caused by a dominant mutation (c. 1824C > T) in LMNA, the gene encoding A-type
lamins [2,3]. This mutation leads to an internal deletion of 50 amino acids and removes the ZMPSTE24
cleavage site within prelamin A. Consequently, the resulting mutant prelamin A (called progerin)
cannot be cleaved and accumulates in cells, exerting a toxic effect by NE perturbation [4]. Familial
Partial Lipodystrophy syndromes (FPL) also result from heterozygous mutations in lamin A, often
producing maturation defects and prelamin A accumulation, although less drastic than in Progeria.

Because of the critical role of ZMPSTE24 during prelamin A maturation, null mutations in
ZMPSTE?24 also result in prelamin A accumulation and produce diseases with premature ageing [5,6].
Prelamin A that accumulates because of decreased ZMPSTE24 activity, permanently retains its
farnesylated tail, similarly to progerin, and is responsible for the same nuclear defects. The amount of
prelamin A which remains uncleaved varies according to the type of ZMPSTE24 mutations and to the
degree of enzyme activity reduction. The total absence of ZMPSTE24 results in the higher amount of
prelamin A and to the most severe phenotype, the lethal neonatal Restrictive Dermopathy (RD) [7].
Other mutations allowing a residual activity are associated with less severe clinical phenotypes such
as Mandibulo-Acral Dysplasia (MAD) [8]. Here we report detailed clinical phenotype and cellular
investigations for a patient carrying a heterozygous missense mutation in ZMPSTE24 and referred for
common central obesity with metabolic syndrome (MS). This patient was reported initially in a cohort
of several patients with severe metabolic syndrome and cell nuclei abnormalities, but with limited
information provided about the clinical data and cellular senescence rate [9]. The causative mutation,
p-L438F, was shown to reduce ZMPSTE?24 activity drastically and produce an impaired capacity to
process prelamin A maturation both in vitro [10] and in the patient’s cells, where the normal allele
insufficiently compensates ZMPSTE24 deficiency [9]. In the present study, we show that fibroblasts
carrying the mutation p.L438F exhibit accelerated senescence linked to prelamin A accumulation.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Cultures

Primary fibroblast cultures were performed after patient’s skin biopsies. Control fibroblasts from a
non-obese non-diabetic individual (strain 7095) were provided by the Centre de Ressources Biologiques
Timone. Fibroblasts were cultivated in DMEM medium (Biowest, Nuaillé, France) supplemented with
15% fetal bovine serum (Eurobio, Courtaboeuf, France), 1% L-glutamine 200 mM (Life Technologies,
Thermo Fisher Technologies) and 1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericin (PAA Laboratory), in a
culture flask of 25 cm? (SPL Life Sciences, Korea), under controlled atmospheric conditions (10% Oy,
5% COy,, and 85% Ny) at 37 °C with 95% humidity.

2.2. Molecular Studies

DNA was extracted from patient’s fibroblasts using NucleoSpin® Tissue XS (Machinery-Nagel,
Germany) and purified using a QIAamp® DNA Micro Kit (Quiagen, Germany) following the
manufacturers protocols. The target regions corresponded to the following genes: SREBF1, RETN,
PPARG, PLIN1, LEP, LEPR, GHRL, FKRP, BSCL2, ADIPOQ, AGPAT2, and FTO. The capture was
performed with reagents from a custom design HaloPlex Target Enrichment kit (Agilent Technologies,
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Santa Clara, CA, USA), according to the HaloPlex Target Enrichment For Ion Torrent Sequencing
Version D4. Libraries were quantified and qualified using the Qubit Fluorometer (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) and the Agilent 2100 Bioanalyzer instrument (High Sensitivity DNA Kit) to
enable equi-molar pooling of barcoded samples. Template preparation, emulsion PCR, and Ion Sphere
Particles (ISP) enrichment were carried out using the Ion PI™ Template OT2 200 Kit v2 on the Ion
OneTouch™ 2 System (Thermo Fisher Scientific Inc.). The quality of the ISPs was assessed using a
Qubit 2.0 Fluorometer, and the ISPs were loaded and sequenced on a Ion PI™ Chip Kit v2 using Ion PI™
Sequencing 200 Kit v2 on the Ion Proton™ Sequencer (Thermo Fisher Scientific Inc.). Raw data were
first aligned with the provided software suite included with the Ion Proton system to generate BAM
files. The coverage and sequencing depth analysis were computed using the BEDtools suite v2.17 [11]
and in-house scripts. Variants were identified using the Torrent Browser Variant caller (version 4.0.2),
annotated and prioritized with the in-house “VarAFT” system that includes Annovar [12].

2.3. Immunofluorescence

Fibroblasts were grown on coverslips (Lab-tek, SPL Life Sciences) after 30 nM small interference
RNA (siRNA) treatment for 48 h and fixed in 4% PAF solution (paraformaldehyde) for 10 min. The
antibody used against lamin A /C (SC 6215, Santa Cruz Biotechnology Inc.) was associated with a
secondary antibody coupled to Texas Red dye (donkey anti-goat IgG H & L, Alexa Fluor® 594, ab150132,
Abcam®, Paris, France). The fibroblast nuclei were stained by DAPI (diaminido-2phenylindole
hydrochloride). Criteria for nuclear anomalies were: aberrant nuclear lamin A staining pattern,
aberrant lamin A cytoplasmic localization, and aberrant nucleus shape. Between 100 and 150 cell
nuclei were examined in each condition. Cells were observed at a x100 objective and representative
pictures of nuclear anomalies were taken on ApoTome (ZEISS, Germany) and worked with Image ]
(National Institutes of Health, USA).

2.4. Population Doubling Level

The population doubling level (PDL) was calculated with the mathematical relation log2 (D/DO0)
with Do representing the seeded cells and D the harvested cells [13]. The PDL was measured for four
weeks (passages 10 to 21). Senescence was complete when PDL was inferior or equal to zero.

2.5. SiRNA

SiRNA treatment was directed against lamin A 3'UTR and a scrambled siRNA was used as a
negative control. 40,000 and 150,000 fibroblasts were seeded in coverslips (Lab-Tek, SPL Life Science)
and 6-well plates (VWR Plates, Fontenay-sous-Bois, France) for immunofluorescence and western
blot analysis. When 70% confluent was reached, the fibroblasts were transfected using a JetPrime kit
(Polyplus Transfection, Illkirch, France) with siRNA at 30 nM. The cells were then incubated for 48 h.

2.6. Western Blotting

Total fibroblast proteins were extracted in 200 pL of NP40 Cell Lysis buffer (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) with Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific). Fibroblasts were
incubated for 30 min at 4 °C, sonicated four times (30 s on/off each), and centrifuged at 10,000 g for
10 min. Protein concentration was quantified using a Pierce BCA Protein Assay Kit (bicinchoninic
acid) and absorbance was measured at 562 nm using a Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific
Inc.). 40 pg were loaded into 7% Tricine acetate gel (CriterionTM XT precast gel) using XT Tricine
running Buffer (Biorad, USA). After electrophoresis, gels were electro transferred onto nitrocellulose
membranes or Immobilon-FL polyvinylidene fluoride membranes (Millipore), blocked in Odyssey
Blocking Buffer diluted 1:1 in TBS for 1 h at room temperature, and incubated overnight at 4 °C with
primary antibodies. These primary antibodies were diluted in blocking buffer with 0.1% Tween 20,
1:1000 rabbit polyclonal anti-lamin A /C (sc-20681, Santa Cruz Biotechnology) and 1:40,000 monoclonal
anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (MAB374, Merck Millipore). Membranes
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were washed with TBS and 0.1% Tween 20 and then incubated with 1:10,000 IR-Dye 800-conjugated
secondary donkey anti-rabbit or IR-Dye 700-conjugated secondary anti-mouse antibodies (LI-COR
Biosciences) in blocking buffer with 0.1% Tween 20 and 0.1% SDS (LI-COR Biosciences). Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) was used to reveal the membranes. GAPDH was used
as total cellular protein loading control.

2.7. Senescence-Associated Beta-Galactosidase Assay

Senescence-associated beta galactosidase activity was evaluated using the Beta-Glo® Assay System
(Promega Corporation, USA). The Beta-Glo® reagent is constituted by 6-O--galactopyranosyl-luciferin
substrate cleaved by (3-galactosidase to form luciferin that is then catalyzed by luciferase in the presence
of cofactors to produce light. The luminescent signal generated is proportional to the amount of
-galactosidase. Experiments were performed according to the manufacturer’s instructions, in 96-well
white-walled plates (VWR, International SAS, Strasbourg, France). A volume of 100 pL of culture
containing 10,000 cells was dropped into each well in quadruple. After 48 h, the culture medium was
changed using DMEM without red phenol (Gibco®, Cell Culture, Invitrogen, Corporation, San Diego,
CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio, Courtaboeuf, France), 1% L-glutamine
20 mM (Life Technologies, Thermo Fisher Technologies) and 1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericin
(PAA Laboratory), to avoid interferences that can affect the luminescent signal. This was followed
by the addition of 100 uL of Beta-Glo® reagent per well 30 min before the measurement of the
luminescence on the Glomax® luminometer (Promega Corporation). Another experiment has been
performed on cells cultured in the presence of 30 nM of siRNA targeting lamin A 3'UTR for 24 h, before
the addition of Beta-Glo® reagent. The experiments were performed five times on quadruple samples
of control and patient at passage 16.

2.8. Cellular BrdU Labelling

Cell proliferation was assessed by 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation using the Cell
proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Kit (Roche Applied Science). 10,000 fibroblasts were deposited
in each well in a final volume of 100 pL and incubated for 24 h in humidified atmosphere at 37 °C.
Then, 10 pL of BrdU was added to each well and cells were re-incubated for another 24 h period. The
manufacturer’s protocol was followed and 5 min after the addition of the substrate, 25 pL of HySO4
1 M were added to each well allowing the reading of the absorbance at 450 nm (reference wavelength:
600 nm) on the Glomax® reader (Promega Corporation). The experiments were performed five times
on quadruples samples at passage 16.

2.9. Statistical Analysis

The sample size being too small to pass the Normality test (n = 5), we used the Mann-Whitney
non-parametric test to assess statistical significance between the two groups (control and patient). An
ANOVA test was used for the statistical analysis of PDL. The significance threshold was defined as
p < 0.05. Statistical analyses and graphical representations were performed using GraphPad Prism 6.07
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Patient Description

The patient is a native of New Caledonia, a French overseas territory located in the Southwest
Pacific Ocean. He was referred for android obesity associated with type 2 diabetes diagnosed at
age 39 (weight at diagnosis > 100 kg), requiring insulin five years after initial diagnosis. At age
47, his height was 195 cm, weight = 144 kg, BMI = 37.9 kg/m?, waist circumference = 130 cm, hip
circumference = 120 cm, thigh circumference = 63 cm. There were clinical and biological evidences of
insulin resistance with acanthosis nigricans in the axillae and cervical regions (Figure 1A), increased
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fasting plasma insulin (89.4 mUI/L (normal range: 6.5-29.1) and homeostasis model assessment of
insulin resistance (HOMA-IR at 29). However, his insulin requirement dose was relatively small
(0.13 Ul/kg), and he was only treated with basal insulin and oral antidiabetic drugs, with a good
glycemic control (HbAlc = 7.5%). Physical examination revealed an imposing physical appearance,
with android obesity and fat accumulation in the neck and face, supraclavicular filling, buffalo neck but
no obvious clinical subcutaneous lipoatrophy, nor calf hypertrophy or muscle weakness (Figure 1A).
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Figure 1. Patient’s description. (A) Photographs of the patient carrying the heterozygous ZMPSTE24
missense mutation L438F, showing an accumulation of facial and cervical fat, android obesity,
acanthosis nigricans, and no lower limb lipoatrophy; (B) Abdominal CT scan and cardiac-MRI of the
patient showing the presence of superficial and deep subcutaneous adipose tissue and accumulation
of cardiac ectopic fat; (C) Quantification of patient epicardial fat volume, myocardial, and hepatic
triglyceride content using 3T MRI and proton magnetic resonance spectroscopy (' H-MRS). Comparison
of patient’s ectopic fat depots with a group of type 2 diabetic subjects with metabolic syndrome matched
for age and BMIL

He suffered from hypertension, hypertriglyceridemia (fasting triglycerides = 2.05 g/L, HDL
cholesterol = 0.38 g/L, LDL cholesterol = 0.46 g/L and total cholesterol = 1.25 g/L), was a current
smoker, and reported current alcohol consumption. Routine investigations showed a slight increase in
the level of Creatine Kinase (281 Ul/L; normal range <170) without muscular or articular pain. Liver
enzymes were in the normal range (AST 36 UI/L; ALT 35 UI/L; GGT 27 UI/L and PAL 84 UI/L). An
abdominal echography showed hepatomegaly with hepatic steatosis (Figure 1B). Cardiac investigations
revealed a dilated cardiomyopathy with a left ventricular ejection fraction (LV-EF) of 25%-30%, which
required treatment with beta-blockers, diuretics, and angiotensin converting enzyme inhibitors. The
24 h ECG showed slight conduction disturbances with isolated polymorphic ventricular extrasystoles.
After six years of treatment, the patient recovered normal echographic and Magnetic Resonance
Imaging (MRI) LV-EF (50%). Pulmonary function testing showed a mild restrictive defect (—20%)
and hypoxemia at rest (71 mmHg). An abdominal computed tomography (CT) scan confirmed that
abdominal subcutaneous lipoatrophy was absent (Figure 1B).

The patient fulfilled all the International Diabetes Federation (IDF) diagnosis criteria for metabolic
syndrome and also fulfilled all the criteria of National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel III (NCEP-ATP-III) definition with five criteria fulfilled out of five.

Serum adipokines were assessed and revealed that adiponectin was low 1 pg/mL (3.8-11.8),
confirming the decrease in insulin sensitivity, and serum leptin was measured at 49.8 ng/mL (1-12.5).
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Cardiovascular magnetic resonance imaging at 3T and proton magnetic resonance spectroscopy
revealed increased ectopic fat accumulation (Figure 1B). In particular, epicardial fat volume was highly
increased at 173 cm?, myocardial and hepatic triglycerides content were extremely high at 2% and
72%, respectively and were higher than in a group of type 2 diabetics with MS, matched for age and
BMI (Figure 1C). The patient had a brother who was described as having the same morphotype, but
familial genetic screening could not be performed as the patient had broken off their relationship.

Direct sequencing of LMNA and ZMPSTE?24 revealed the heterozygous missense mutation c.
1312C > T (p.L438F) in ZMPSTE24 as the only variation in these genes. This mutation was predicted
as pathogenic in silico (with a maximal score of 1 in Polyphen). To rule out the presence of another
variant in another gene, we performed high throughput sequencing of a genes panel including those
commonly associated with obesity, lipodystrophy, and metabolic syndrome. No other variant with
non-ambiguous signification was evidenced.

3.2. Nuclear Shape Anomalies and Senescence Studies

Altered lamin A staining was observed in patients cells with reduced signal and heterogeneous
staining with aggregates whereas lamin B and Emerin staining were normal (Figure 2A). Nuclear shape
anomalies were quantified in primary fibroblasts and in lymphoblastoid cells at different passages and
were found significantly increased when compared to control cells (Figure 2B).
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Figure 2. Nuclear shape anomalies and senescence tests. (A) Representative pictures of nuclear
anomalies. Upper panel: aberrant nuclear pattern, aberrant cytoplasmic localization and aberrant
shape after lamin A staining. Fibroblasts were examined with Apotome.2 (Zeiss) stereomicroscope
under oil immersion (100 x magnification). Lower panel: representative pictures of nuclear anomalies
with different staining (Lamin A/C, Lamin B and Emerin); (B) Quantitative estimation of dysmorphic
nuclei in control and patient fibroblasts with and without siRNA. Asterisks correspond to p values of
0.0268; (C) Representative Western Blot and quantitative estimation of lamin A in patient fibroblasts
with and without siRNA. Asterisk corresponds to a p value of 0.0286; (D) Population Doubling Level.
ANOVA showed p < 0.0001 between control and patient PDL; (E) Senescence related beta-galactosidase
activity before and 24h after siRNA treatment. The double asterisk corresponds to a p value of 0.0079;
the asterisk corresponds to a p value of 0.0159. (F) BrdU incorporation. Asterisk corresponds to a
p value of 0.0173. In all experiments, “control” was fibroblasts from healthy people.

In order to confirm that these nuclear anomalies were related to prelamin A accumulation, cells
were cultured in the presence of siRNA directed specifically to the 3’ region of lamin A transcripts and
aimed at reducing the translation of prelamin A. Decreased lamin A production following treatment
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by oligonucleotides was confirmed by Western Blotting and was estimated between 40% and 30%
(Figure 2C). Then, abnormal nuclear shapes and lamin A staining were evaluated after siRNA treatment
and showed that decreased lamin A production was associated to a significantly decreased number of
abnormal nuclei in the patient cells (p = 0.0268) (Figure 2B).

Cellular senescence was investigated in primary fibroblasts by different approaches. Population
Doubling Level (PDL) was estimated for control and patients fibroblasts. Whereas the PDL of control
fibroblasts remained stable from passage 10 up to passage 19, the proliferation rate of fibroblasts
carrying the ZMPSTE24 mutation L438F was constantly lower than the control and decreased rapidly
after passage 16 (p < 0.0001 with an ANOVA test) (Figure 2D). In addition, the ZMPSTE-mutated
fibroblasts had a significantly increased senescence-associated (3-galactosidase activity, as compared
to control cells at the same passage whereas (3-galactosidase activity returned to control level when
fibroblasts were cultured in the presence of siRNA interfering with the translation of prelamin A
(Figure 2E). At last, fibroblasts displayed a striking decrease in replicative capacity, measured in terms
of bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation (Figure 2F). Altogether, senescence investigation showed
a significantly increased senescence rate for the patient’s cells compared to control cells at the same
passage (0.0001 < p < 0.0286 according to the experiments).

4. Discussion

In the present study, we describe the detailed phenotype of partial lipodystrophy with
senescence features associated with a heterozygous missense mutation in ZMPSTE24 and prelamin
A accumulation. Up to now, pathological phenotypes related to mutations in ZMPSTE24 were
linked to homozygous or compound heterozygous mutations and resulted in RD, MAD, or
progeria-like syndromes. Thus, the genetics of the ZMPSTE24 diseases would indicate that usually,
haplo-insufficiency is not causative of a pathological phenotype. In order to confirm this point, we
interviewed four unrelated individuals carrying the recurrent null mutation c. 1085_1086insT in
heterozygous condition. These individuals were searched for ZMPSTE24 mutations since they have
had a child with RD. All of them were more than 40 years old and one more than 60. None of them
reported lipodystrophy, type 2 diabetes, or hypertriglyceridemia for them or for their close relatives
(parents and siblings). This suggests strongly that the mutation L438F has a dominant negative effect
leading to an insufficient compensation of decreased activity by the normal allele.

Familial partial lipodystrophies (FPL) are rare genetic diseases that share some features with
the metabolic syndrome, making clinical diagnosis challenging. Central obesity with metabolic
disturbances such as hypertension, insulin-resistance, or glucose intolerance is very common
worldwide with the increase in the obesity epidemic [14]. Several studies have indicated that FPL
may have a greater prevalence than previously thought due to a lack of recognition of subtle forms,
especially when the extent of fat loss is moderate [15]. Decaudain et al. sequenced the LMNA
coding regions in 277 unrelated adults investigated for lipodystrophy and/or insulin resistance and
demonstrated that patients with non-codon 482-associated mutations often lacked lipodystrophy on
physical examination [16]. A study of 5000 non-obese type 2 diabetic patients found that among those
with a body mass index <27 kg/ m? and high insulin requirements (>100 U/day), there were five
subjects with previously unrecognized FPL [17]. Accordingly, we identified in 87 patients with common
MS, 11% with abnormal nuclear shape and disturbed lamin A /C nuclear distribution [9]. These studies
strongly suggest that there is a high variability in clinical presentation for the partial lipodystrophies,
and that FPL can be easily mistaken for common forms of abdominal obesity and MS [18]. In our
case, the patient had a high BMI, with high serum leptin, and not so pronounced insulin-resistance in
terms of insulin units per kg of body weight per day requirement. However, he had high HOMA-IR,
low adiponectin levels, required insulin early in his disease natural history and suffered from dilated
cardiomyopathy. Patients with lipodystrophies present metabolic consequences that are remarkably
similar to those observed in obesity, but generally more severe, showing that maintaining a healthy
subcutaneous amount of fat is an essential requirement for metabolic homeostasis [19]. Indeed,
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adipose tissue (AT) is critical in regulating lipid and glucose homeostasis. It buffers lipid excess
from over-nutrition by sequestering free fatty acids (FFA) into triglycerides, thereby protecting the
other organs from lipotoxicity [20]. In case of absent or dysfunctional subcutaneous AT, the neutral
lipid storage capacity of the AT is exceeded and the flow of FFA is redirected to peripheral tissues,
such as the muscle, the liver, and the heart. Severe ectopic fat accumulation is an important feature
associated with FPL, which can lead to severe complications as the genetically limited expandability of
AT drives the accumulation of lipids to non-adipose cells. A human non-invasive quantification of
ectopic fat has been developed in recent years and could help in detecting FPL [21]. One recent study
has confirmed in six patients with a mutation in LMNA that epicardial fat was significantly higher
than in healthy controls with matching for sex, age, and BMI [22]. We also report here an extremely
high myocardial triglyceride content in this case compared to type 2 diabetic subjects with matching
age and BMIL. Whether the increase in myocardial fat can be implicated in the occurrence of the dilated
cardiomyopathy has been suggested [23,24] but merits further evaluation.

At the molecular level, FPL results from genetic defects either in fat differentiation and formation
or from accelerated cellular senescence [25]. The pathophysiological link between partial lipodystrophy
and cellular senescence has been previously evoked not only for LMNA mutations but also with the
description of lipodystrophy syndrome resulting from mutations in WRN which encodes the DNA
helicase WRN, involved in DNA replication and repair [26].

In the absence of familial study, the link between mutation and phenotype is not formally
established in this patient. Nevertheless, we showed that the patient’s cells exhibit accelerated
senescence and that the senescence rate is similar to the rate observed for fibroblasts carrying the
R482W LMNA mutation, responsible for the FPL Dunnigan Type [27]. In cases of FPL linked to
mutations in LMINA, the negative impact of causative mutations on the prelamin A processing rate
has been well documented [28,29]. The mutated prelamin A that accumulates, binds SREBP1 at the
nuclear rim, decreases the pool of active SREBP1 that normally activates PPARgamma, finally causing
impairment of pre-adipocyte differentiation [30,31]. This mechanism is probably involved in the case
we reported here, where prelamin A accumulates on account of decreased ZMPSTE24 activity. In
addition, it has been shown recently that ZMPSTE24 downregulation is, in itself, a major contributor in
Vascular Smooth Muscle Cell dysfunctions that could translate into early atherosclerosis at the clinical
level [32].

5. Conclusions

We evidenced here at the cellular level, all the features of premature senescence observed in
typical laminopathies: abnormal nuclear shape, decreased capacity to proliferate after several passages,
decreased transcription activity as shown by BrdU incorporation, and increased senescence-related
beta-galactosidase activity.

The patient described here was referred initially for metabolic syndrome complicated by
cardiomyopathy and no limb lipoatrophy nor limb muscular hypertrophy. He presented several risk
factors such as diabetes, hypertension, low HDL cholesterol, and smoking. This phenotype, although
typical, is milder than those usually reported with FPLD type 2 or 3. Alcohol consumption may be a
confounding factor and could have contributed to liver steatosis and to dilated cardiomyopathy.
Penetrance may be incomplete and other risk factors may be necessary to reveal the clinical
effects of premature senescence. For these reasons, this condition may be under-diagnosed among
metabolic syndromes.
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Abstract (200 words max)

Our study assess the cellular phenotype associated with two missenses heterozygous
mutations in lamin A/C coding gene LMNA, c.1745G>T (p.Arg582Leu) and c.1892G>A
(p.Gly631Asp) in patients with early onset of hypertriglyceridemia, coronary artery disease and
insulin resistance.

We investigated cellular senescence by measuring beta-galactosidase expression,
multiplication capacity of patients cells by following 5-bromo-2’-desoxyuridine incorporation
and by quantifying nuclear abnormalities linked to premature aging. To determine a cause-
effect relationship, we also performed transient expression of cDNA encoding the two mutated
prelamin A in control fibroblasts and of siRNA targeting specifically the prelamin A. Nuclear
shape was observed by immunostaining and lamin A expression was quantified by Western-
blotting.

Functional studies suggested an accelerated senescence of patient cells associated with an
elevation of beta-galactosidase activity and nuclear anomalies and with a decrease of
multiplication capacity. In cellular models, the expression of mutated prelamin A in control cells
phenocopied misshapen nuclei while lamin A level expression decrease in patient cells restore
nuclear morphology. Thus, results suggested a link between lamin A mutant expression and
senescence phenotypes.

Our results suggested that mutations in LMNA associated with severe metabolic phenotype are
linked to premature senescence.

Key words: dyslipidemia, metabolic syndrome, lamin A/C, nuclear anomalies, and premature
senescence.



Introduction

Lipodystrophies correspond to a group of heterogenous pathologies leading to an abnormal fat
distribution. They can result from several causes as genetic defects, autoimmune mechanisms,
or iatrogenic of which anti-VIH tritherapy drugs and corticoids [1]. Genetic lipodystrophies
represent a rare subtype with a prevalence roughly valued to 1 per 100,000 people. It exists
two clinical forms well described: congenital generalized lipodystrophies tissue characterized
by a total absence of subcutaneous adipose tissue and familial partial lipodystrophies (FPLD)
marked by partial abnormal fat distribution [2].-Few genes have been associated with FPLD:
LMNA, PPARG, PLIN1, CIDEC, LIPE, AKT2. These genes encode for proteins highly expressed in
the adipose tissue and playing a role in its development [3].The major subtype of lipodystrophy
is FPLD2, commonly named Dunnigan syndrome which seems to be induced by LMNA
mutations. FPLD?2 is clinically defined by abnormal fat distribution characterized by lower limbs
lipoatrophy and hypertrophy of adipose tissue located on the central region: the neck and the
trunk. Patients suffer from metabolic complications such as insulin resistance, severe
hypertriglyceridemia, hepatic steatosis and develop cardiac, hepatic and pancreatic
comorbidities [4]. Interestingly, women are more often diagnosed than men due to the android
appearance triggered by protruding and well-defined musculature [5]. They also suffer from
more severe and more precocious metabolic perturbations and from gynecological disorders
(polycystic ovarian syndrome, miscarriage, stillbirth) [6]. Among men, phenotypes are more
subtle and induce less severe forms [7]. Mutations of LMNA causing FPLD2 are autosomal
dominant. Moreover, a hot-spot located on the 482 codon is responsible of 80% FPLD2 cases
and represent the usually described clinical form [8].

LMNA encodes for lamin A and C proteins as the result of an alternative splicing. These proteins
are type V intermediate filaments located at the nuclear lamina, a meshwork underlying the
inner nuclear membrane. Lamins participate to the nuclear structure and the chromatin-
nuclear lamina connection [9]. LMNA related diseases are gathered in a group called
“laminopathies”. More than 200 pathogenic variants in LMNA have been described affecting a
specific tissue or leading to a multisystemic defect [10,11]. In this context, Hutchinson-Gilford
Progeria Syndrome (HGPS) and mandibulo-acral dysplasia (MAD-A) constitute the
multisystemic laminopathies. They are characterized by premature aging disorders combined
with numerous defects: growth retardation, lipodystrophy, incomplete osteogenesis,
myopathy, premature senescence, and facial clinical features [12]. Other laminopathies affect
specific tissues including striated muscles (Emery-Dreifuss muscular dystrophy), cardiac muscle
(Dilated cardiomyopathies), peripheral nerves (Charcot-Marie Tooth disorder type 2) and fat
tissue, i.e. adipocytes (FPLD2) [8]. In few cases, LMNA mutations have been also involved in
metabolic syndrome (MS), which shares common features with FPLD2 such as dyslipidemia,
insulin resistance and abnormal fat distribution [5,13,14].

At cellular level, most of LMNA mutations are associated with cell proliferation decrease,
premature senescence, misshapen nuclei, chromatin remodeling. All these phenotypes were
directly or indirectly linked to the development of laminopathies [15-17].



Since LMNA mutations are known to induce premature senescence and misshapen nuclei
notably observed in HGPS [17,18], we performed functional studies to assess the effect of two
rare heterozygous missense mutations of LMNA on the cells proliferation capacity and on the
cellular phenotype of the patients carrying these mutations.

Material and Methods

Patients

The two patients reported here were initially referred at the Assistance Publique des Hopitaux
de Marseille ,endocrinology metabolic diseases and nutrition department (North and
Conception hopistal) for insulin resistant diabetes care and one of them was part of a 100
patients cohort described previously [14]. They gave their written informed consent for this
study. DNA samples and primary fibroblast were available for the 2 patients and stored at the
certified Biological Resource Center (CRB TAC component (NF S96-900 & ISO 9001 v2015
Certification).

Plasmids and siRNAs

The two LMNA missenses mutations NM_170707.3: ¢.1892G>A (p.Gly631Asp) rs267607648
and NM_170707.3: c.1745G>T (p.Arg582Leu) rs57830985 (patient 2) were introduced using
the QuickChange I XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA)
in the LMNA cDNA cloned in the pEGFP-C1 vector system as a template (Clontech Laboratories
Inc.). Mutagenic primers were designed using QuikChange Primer Design Program available
online at https://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp (Table 1). The
presence of the two mutations was checked by direct sequencing (Table 1) according to
standard procedures on ABI3500XL (Life Technologies, Carlsbad, C.A, U.S.A.). Mutations are
numbered according to the GenBank reference sequence NM_170707.3 and the Human
Genome Variation Society recommendations (http://varnomen.hgvs.org/).

Table 1: List of primers and siRNA

Primer Forward Reverse Experiment

c.1745C>T | CACGGTGCGCGAGAGCAGGTTGTACTC | GAGTACAACCTGCTCTCGCGCACCGTG | Directed
mutagenesis

exons 1-3 | TCC GAG CAG TCT CTG TCCTT TCT CAA ACT CAC GCT GCT TC

exons 4-6 GCA GAC CAT GAA GGA GGA AC AGT TTG CGC TTT TTG GTG AC Direct clones

exons 7-9 GGC GAG GAG GAG AGG CTA C GTC GTC CTC AAC CAC AGT CA sequencing

exons 10-12 | GGA AGG CAC AGA ACA CCT G GGC ATG AGG TGA GGA GGA C

3'UTR UUUUCUAAGAGAAGUUAUU AAUAACUUCUCUUAGAAAA SIRNA




Cell culture and Cell transfection

Cells were cultivated according to methods previously described [19]. Control fibroblast were
provided by Coriell Institut or CRB and references of each control cells are referred on Table 2.
For cell transfection, Fibroblasts were seeded on coverslips (Lab-tek, SPL Life Sciences) at a
density of 2.5.10% cells/well. Control fibroblasts AGO7095 were transfected with 500 ng of
plasmids containing control (pEGFP-C1) or mutated cDNA using jetPRIME® transfection reagent
(Polyplus) following the manufacturer instructions. Patients fibroblasts were transfected with
small interference RNA (siRNA) using jetPRIME® transfection reagent (Polyplus) following the
manufacturer instructions. 48 h post-transfection, cells were fixed in PBS 10 % PFA before being
processed forimmunofluorescence as described below. Lamin A/C level expression was verified
by Western blotting [13,14] using a rabbit polyclonal anti-lamin A/C (sc-20681, Santa Cruz
Biotechnology) and monoclonal anti- GAPDH (MAB374, Merck Millipore) as a loading control.
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) was used to reveal the membranes.
Quantification of expression levels was performed using Image J (National Institutes of Health,
USA).

Table 2: List of control fibrobasts

Provider Id Age (y.0) Gender
Coriell Institute AGO07095 (Control 1) |2 Male
Coriell Institute AG09309 (Control 2) |21 Female

Cell proliferation ELISA, SA-beta-galactosidase assay and nuclear shape anomalies

To evaluate the senescence rate of patients cells, cells were seeded on coverslips (Lab-tek, SPL
Life Sciences) and beta-galactosidase activity was measured using Senescence 3-Galactosidase
Staining Kit (Cell Signaling Technology®, The Netherlands) following the manufacturer
instructions.

To assess multiplication capacity of patients and control cells, we measured 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU) incorporation. To do so, cells were seeded on 96 well plate at a density of
1.10° and BrdU provided by the Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Kit (Roche Applied
Science) was added to the cell medium for a 24 h-period after what the ELISA assay was
performed following the manufacturer instructions [13].

To quantify nuclear shape anomalies, Lamin A/C immunofluorescence was performed on
transfected and fixed cells. Permeabilisation is performed with a 0.5 % Triton® X-100 (Sigma®,
USA) and protease inhibitor solution (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Scientific, USA)
at room temperature for 10 min. Bovine serum albumin (Sigma®, USA) with protease inhibitor
for 30 min at room temperature is used for saturation. Slides were washed in PBS before
immunostaining. Primary rabbit polyclonal antibody anti-lamin A/C was incubated for 2 h at



room temperature (1:300, SC 6215, Santa Cruz Biotechnology Inc.). After two washes in PBS,
the slides were incubated with a secondary antibody coupled to Texas Red dye (1:400, donkey
anti-goat 1gG H & L, Alexa Fluor® 594, ab150132, Abcam®, Paris, France) for 1 h at room
temperature. The cells were then washed twice for 5 min in PBS, then incubated with DAPI
(Sigma-Aldrich, USA) at 500 ng/mL in VECTASHIELD® (Vector Laboratories).

Nuclear anomalies criteria were: aberrant nuclear lamin A staining pattern, aberrant lamin A
cytoplasmic localization, and aberrant nuclei shape. Between 100 and 150 cell nuclei were
examined in each condition. Cells were observed at a x100 objective and representative
pictures of nuclear anomalies were taken on ApoTome (ZEISS, Germany) and worked with
Image J (National Institutes of Health, USA).

Statistical analysis

Mann-Whitney non-parametric test was used to assess statistical significance between control
and patient. The significance threshold was defined as p < 0.05. Statistical analyses and
graphical representations were performed using GraphPad Prism 6.07 (San Diego, CA, USA).

Results

Patients description

Patient 1 is a 55 years-old woman referred for early-onset insulin-resistant diabetes mellitus
diagnosed at 26, initially treated with metformin, glucagon like peptide 1 analogs, followed by
insulin (continuous subcutaneous insulin infusion, daily insulin requirement 2 Ul/kg/day with
HbAlc = 7.3% (56 mmol/mol)). She had a family history of diabetes mellitus (parents, sister,
and one paternal uncle, figure 1). Her nephew had a stroke at 15 years old.
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Figure 1: Family history of patient 1.



She presented with high blood pressure (treated by tritherapy), combined dyslipidemia (severe
hypertriglyceridemia from 4.5 to 12.5 mmol/L and LDL-cholesterol above 2.58 mmol/L despite
high dose statins (rosuvastatin 10 mg/day) and fibrates (fenofibrate 200mg/day), sleep apnea
syndrome and asthma. At age 42, she suffered from an acute coronary syndrome, and received
3 stents on left anterior descending artery. She fulfilled all the diagnosis criteria for metabolic
syndrome (MS) [20].

Physical examination revealed visceral adiposity, with accumulation of truncal fat, cushingoid
morphotype with facial hirsutism, android obesity, but no strict lipoatrophy of lower limbs
(Figure 2A). Her anthropometrical features were BMI = 37.1 kg/m?, waist circumference (WC)
= 118 cm, waist to hip ratio (WHR) = 1.08. Dual energy X-ray absorptiometry (DEXA) revealed
44.3 % of fat mass (Figure 2B) and abdominal computed tomography (CT) confirmed the
presence of subcutaneous adipose tissue: superficial (196 cm?) and deep (201 cm?), with
excessive visceral fat accumulation (204 cm?) (Figure 2C). The mean adipocyte diameter
obtained by needle subcutaneous fat biopsy was 125.7 + 32.5 um.

Centiles

Superficial
SAT

Figure 2: Patient 1 clinical description.

A) Photographs from patient 1 showing central/android shape obesity with fat accumulation in
facial and supraclavicular region, and cushingoid morphotype. B) Dual energy X-ray
absorptiometry (DEXA) showing body fat distribution and the percentage of fat mass compared
to the reference curve. C) Abdominal CT scan confirming the presence of a little amount of



subcutaneous adipose tissue (SAT) (superficial and deep), and an excessive accumulation of
visceral adipose tissue (VAT).

Cardiac investigations revealed severe coronary artery disease and concentric left ventricular
hypertrophy with preserved ejection fraction (> 60 %), and no cardiac rhythm nor conduction
disturbances. Hormonal investigations ruled out the diagnosis of polycystic ovarian syndrome
and Cushing syndrome. Leptin was measured at 39.3 ng/mL (reference 3.3-8.7) and adiponectin
at 1.34 pg/mL (reference 3.8-11.8). Liver enzymes were in the normal range but abdominal
echocardiography revealed diffuse hepatic steatosis. The patient underwent bariatric surgery
because of severe obesity with multiple comorbidities and because she failed losing weight
with life style modifications. She had a sleeve gastrectomy in 2016. At one year, she had left 14
kilos (42 percent excess weight lost (%EWL) and we could divide her insulin doses by three.
Nevertheless, she regained weight at 24 months (+6 kilos, %EWL 24%), and we had to increase
her insulin doses again. Hypertension and hypertriglyceridemia persisted after surgery and
required the continuation of lipid lowering (Atorvastatine 80) and antihypertensive drugs
(bitherapy). Hepatic steatosis remained after intervention, but sleep apnea syndrome
improved (apnea hypopnea index decreased from 27 to 16 per hour).

This patient carries the mutation ¢.1892G>A (p.Gly631Asp). This mutation has been recorded
only twice in European patients  (frequency in  gnomAD: 8.037.10°)
(https://gnomad.broadinstitute.org/) with no clinical data available. The variant has the
reference number rs267607648 and is predicted to be pathogenic by several bioinformatics
tools (http://umd-predictor.eu/) [21].

Patient 2 is a 45 years-old man treated with high insulin doses (100 Ul/day) for diabetes mellitus
diagnosed at 34, complicated with non-proliferative retinopathy and microalbuminuria. He also
suffered from hypertriglyceridemia (from 5.46 mmol/L to 13.45 mmol/L) despite high dose of
statins (Rosuvastatin). Leptin was measured at 8.49 ng/mL (reference 3.3-8.7). He had a family
history with diabetes mellitus (Figure 3). His mother was diabetic and died of myocardial
infarction at 44 and his father died of brain hemorrhage at 72. On his mother’s side, diabetes
mellitus was described for his grand-parents and 3 uncles (Figure 3).
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Figure 3: Family history of patient 2.
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Physical examination revealed a BMI = 26.5 kg/m?, WC = 107 cm with no lipodystrophy but the
patient complaint about muscular cramps (Figure 4). The mean subcutaneous adipocyte
diameter was 109.9 + 24.3 um. The GAD and IA-2 antibodies and MODY testing were negative.
Abdominal echocardiography revealed liver steatosis and hepatomegaly (right hepatic arrow at
20cm). Myocardial evaluation did not reveal a cardiac or coronary artery disease. The exercise
test was normal.
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Figure 4: Patient 2 metabolic phenotype. A) Photographs of patient 2 showing no lower limb
lipoatrophy but a high waist circumference. B) DEXA showing body fat distribution and the
moderate excess of fat mass (31.1%) compared to the reference curve. Abdominal CT scan
confirming the presence of an excess of deep subcutaneous fat. C) Needle fat biopsy showing
smaller adipocytes than a matched for age sex and BMI obese non diabetic (ND) and a type 2
diabetic population.



The molecular analyses highlighted a heterozygous missense mutation in LMNA gene:
c.1745G>T (p.Arg582Leu). The variant was found on three patients on gnomAD database
(frequency in gnomAD: 1.095.107) (https://gnomad.broadinstitute.org/) and is predicted to be
pathogenic by several predictive tools (http://umd-predictor.eu/).

Patient cells functional analysis

To perform functional analysis, experiments were achieved using fibroblasts taken from
patient’s skin. First, we evaluated the replication profile of each patient’s cell. To do so, we
quantified cells BrdU incorporation. As shown in figure 5A, BrdU level was significantly lower in
patients cells compared to control cells showing an altered replication capacity for the two
patients cells.

Experiments testing the production of beta-galactosidase have been achieved with the
patients. The results showed a significantly higher rate of beta-galactosidase indicating
increased senescence for patient 1 only. (Figure 5A).

We also analyzed nuclear shape of patient fibroblast as nuclear misshaping is a well described
phenotype associated with premature senescence [22]. Interestingly, we observed a 2-fold
increase of the percentage of cells showing nuclear anomalies such as misshape nuclei or
nuclear membrane blebbing (Figure 5C). Altogether, these observations suggested that LMNA
mutations observed in both patients could lead to phenotypes associated to premature aging.

To test our hypothesis, we first evaluated the effect of Lamin A down-expression on nuclear
morphology. We transfected patient cells with a siRNA specifically targeting the 3’"UTR LMNA
transcript and inducing a significant decrease of Lamin A level expression. While the LMNA-
specific siRNA didn’t induce significant effect in control cells, it leads to a decrease of the
percentage of patients cells showing nuclear anomalies (Figure 5B). In a second time, we
evaluated the effect of LMNA mutant’s overexpression on nuclear morphology in control cells.
To do so, we transfected plasmids expressing control or LMNA mutants carrying patient 1 or 2
mutations. As expected, a higher level of nuclear abnormalities was observed in cells expressing
both LMNA mutants showing that the two mutations in LMNA induced misshapen nuclei
(Figure 5C).
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Figure 5:

A) Left panel: Population doubling level of controls cells and patients cells. Central panel: BrdU
incorporation of controls and patients cells. Right panel: Senescence associated to beta-
galactosidase production. B) Percent of nuclear shape anomalies counted by
immunofluorescence in control (in black) and patients (in grey) cells with or without the use of
siRNA. C) Percent of nuclear shape anomalies after transfection of control fibroblasts with
plasmids expressing either WT prelamin A (in black) or the mutations carried by the patients (in
grey). In these experiments, controls correspond to fibroblasts from healthy donors. Asterisk
correspond to significant p values lower than 0.05. Representative pictures of normal and
abnormal nuclei staining with DAPI and lamin A/C were taken on Axioplan 2 imaging (Zeiss)
under oil immersion (100x magnification) and worked with Axiovision software.




Discussion

HGPS, MAD-A and tissue-specific laminopathies inducing cellular senescence, nuclear
abnormalities and metabolic dysfunctions strengthen the importance of lamins in metabolic
diseases.

We showed here that 2 mutations in LMNA associated with severe metabolic phenotype induce
alterations in shape nuclei and cellular premature senescence.

The patients carry mutations in the C-tail specific domain of lamin A, consequently lamin C is
not affected. Here, the phenotype induced by the mutation p.Gly631Asp (exon 11) seems
clinically more severe than the one associated with mutation p.Arg582Leu (exon 11). The
patient did not lose expected weight loss after bariatric surgery and metabolic abnormalities
remained despite important caloric restriction induced by sleeve gastrectomy. This clinical
observation has been confirmed by the functional studies showing a stronger cellular
senescence and defects for the patient 1. This could be explained either because of the
mutation’s nature in itself or by the fact that women are generally more markedly affected in
genetic lipodystrophy than men.

Only a few cases of MS linked to LMNA mutations have been reported up to now, suggesting
that this condition, given the high proportion of patients with MS or metabolic abnormalities
with early onset, is under-diagnosed [5,13,14,23].

Moreover, a recent study based on the analysis of variants frequencies in several public
databases (n=60 706 unrelated individuals) revealed an unexpected high number of LMNA
variants (n=132), including novel variants predicted to perturb lamin A assembly or function, of
which variant p.G602S that was identified as a potential risk factor for type 2 diabetes mellitus
in African Americans [24].

It is particularly important to pay attention to metabolic derangements induced by LMNA
mutations because a specific clinical follow up and therapeutic approaches can be set up for
these patients as mentioned in the multi-society practice guidelines published in 2016 that
could improve this very specific condition [3].

Furthermore, an anticipation of metabolic complications over three generations of patients
carrying mutated LMNA has been described, such as hypertriglyceridemia which appeared 15
years earlier in the second generation, highlighting the importance of pre-symptomatic genetic
diagnosis [25]. Finally, one important finding of this work was the persistence of subcutaneous
adipose tissue, with small adipocytes, which was consistent with the measurable serum leptin
level that could make the diagnosis harder, extending the pattern of LMNA associated
phenotypes.



Conclusions

Our work showed that two heterozygous missense mutations in LMNA are associated with
severe metabolic alterations such as hypertriglyceridemia and insulin resistance which are the
cause of premature senescence at cellular level. Future studies are needed to define which
patient should be genetically screened, as we thought this condition might be under-diagnosed,
given the high prevalence of metabolic diseases worldwide. Further studies in human of LMNA
variants may provide insights necessary to understanding the many mechanisms and pathways
by which A-type lamins influence metabolism.
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I. Introduction

A. Lamins
Nuclear lamina is a tridimensional fibrillar meshwork located under the nuclear envelope of
every eukaryotic cell. I1t’s mainly composed by lamins and lamin-associated proteins embedded

in the nuclear envelope (Aebi et al. 1986; Choi et Worman 2014).

Lamins belong to the intermediate filaments superfamily and constitute the type V, the nuclear
subgroup. Two types of lamins exist, which differ according to their sequence homology and
biochemical properties (Navarro, Cau, et Lévy 2006). B-type lamins are encoded by LMNB1
and LMNB2 genes producing major isoforms lamin B1 (LMNBL1), lamin B2 and minor isoform
lamin B3 only expressed in germinal cells (LMNB2) (Elkhatib et al. 2015). B-type lamins are
embedded to the nuclear envelope by a farnesyl hydrophobic group (Broers et al. 2006). On the
other hand, LMNA gene encodes different A-type lamins via alternative splicing: major
isoforms lamin A and lamin C, and minor isoforms lamin AA50 and lamin C2. A-type lamins

are soluble in the nuclei (Cau et al. 2014; Scaffidi et Misteli 2006; Dechat et al. 2010).

While lamin C is translated in its mature form, the lamins A, B1 and B2 are translated as
prelamins which undergo several steps of post translational maturation (McClintock et al.

2007).

1. Post-translational modifications of lamins

Different types of lamins possess at their C-terminal end a 4 amino acid sequence, CAAX (C:
cysteine; A: aliphatic amino acid; X: any amino acid), allowing post-translational maturation.
Through this sequence, prelamins are farnesylated on the Cysteine residue and AAX tripeptide
is removed by cleavage with ZMPSTE24 enzyme. The hydrophobic farnesyl group act as an

anchor to keep prelamins attached to the phospholipid bilayers. Then, Cysteine is then carboxy-



methylated by isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase (ICMT). While lamin B are
released as farnesylated mature forms, prelamin A only undergoes a final post translational step
deleting the last 15 amino acids at C-terminal end (including the farnesylated cysteine) leading
to the soluble mature lamin A form (Cau et al. 2014; Dittmer et Misteli 2011; Navarro, Cau, et

Lévy 2006).

2. Lamins structure

Lamins are composed by a globular head domain at N-terminal end and a C-terminal tail
domain separated by a rod domain. C-terminal end is compound by 4 o helical domains (1A,
1B, 2A and 2B) dissociated by a linker region (L1, L12 and L2). C-terminal part also contains
Ig fold domain, NLS signal and is ended by specific motif CaaX (Krimm et al. 2002; Dhe-
Paganon et al. 2002). To form intermediate filaments, lamins form longitudinally dimers and
polymers by head to tail association. Polymer interactions lead to protofilaments and
intermediate filaments by antiparallel association (Scaffidi et Misteli 2006; Dittmer et Misteli

2011).

3. Lamins roles

a. Genomic stability

Eukaryotic cells developed mechanisms permitting to correct DNA lesions induced by
endogenous or exogenous factors. Recent studies illustrated the role of lamins in DNA damage
response (Kakarougkas et Jeggo 2014). Double strand breaks are repaired mostly by NHEJ and
HR systems (Shibata et al. 2011). Lamin A has been involved indirectly in both mechanisms.
Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) LMNA-/- showed disruption of NHEJ underscored by
53BP1 depletion (Gonzalez-Suarez et al. 2009). Thus, NHEJ system is requested by 53BP1 and
revealed a disruption of HR system mediated by Rad51 and 53BP1 depletion. These studies

highlight the indirect effects of lamins (Redwood et al. 2011). Broadly, defects in DNA damage



response linked with lamins are hardly understandable due to the fact that mutations in lamins

induce numerous defects and diseases (see below) (Redwood et al. 2011).

b. Nuclear stiffness

Biochemical analyses and force transmission experiments realized on different cell types
allowed to characterize lamins properties. B-type lamins have elastic properties and play a role
in nucleus deformation. On the other hand, A-type lamins increase nuclear stiffness and reduce
nuclear plasticity. Thus, nuclear properties can be expressed by lamin A / lamin B ratio and
determined the viscoelastic properties of the different cell types. Noticeably, in differentiated
cells, the important proportion of lamin A parallels the stiffness of nucleus and decrease of cell
replication rate. While in circulating cells and low differentiated cells, lamin B are more
expressed, allowing nuclear deformation and increase cell replication rate (Swift et al. 2013;

Schuldt 2013).

c. Mechanotransduction

Lamins play a role in the force transmission from extracellular matrix to nucleus via
cytoskeleton and nucleoskeleton and contributes to mechanotransduction. The relation between
cytoplasm and nucleus is allowed by the LINC (LInker of the Nucleoskeleton and
Cytoskeleton) complex (Horn 2014). LINC is composed by nesprins and SUN proteins which
respectively bind the cytoskeleton and lamins. Recent studies showed that the external physical
constraints applied on cells lead to modification of lamins levels and biophysical properties of
the nucleus (Uhler et Shivashankar 2017). More interestingly, lack of lamins and lamins-
associated protein as emerin attenuate mechanical stress induced signaling and modify the
mechanotransduction response (Sosa et al. 2012; Tapley et Starr 2013). Other studies highlight
the role of the mechanotransduction signal on the chromatin remodeling and regulation of

transcription factors activity (Yang et al. 2013).



d. Cell cycle

During mitosis, nuclear envelope and nuclear lamina dislocate to allow chromosomal DNA to
be split into the two daughter cells. During this process, lamins undergo post translational
modifications leading to hyperphosphorylation state induced by cyclin dependent kinases
(Cdk). Cdk phosphorylate serine and threonine residues of both the head and tail domains of
the protein leading to protofilaments and polymers disruption (Machowska, Piekarowicz, et
Rzepecki 2015). Lamin A and C are soluble during the process while lamin B are embedded
with nuclear envelope forming small vesicles (Torvaldson, Kochin, et Eriksson 2015). During
telophase, nuclear envelope reassembles because lamins are dephosphorylated through the
action of PP1 protein (Protein phosphatase 1) and form complex structures progressively

restoring the nuclear envelope and lamina (Heald et McKeon 1990).

e. Telomeres and lamins

Telomere shortening is a physiological process due to aging that leads to an increase of DNA
defects and cellular senescence (Blackburn, Epel, et Lin 2015). Cellular growth may be possible
by inhibition of tumor suppressor factors implying genomic instability (Gonzalo et Eissenberg
2016). Studies highlight connections existing between lamins and proteins responsible for
telomere replication. These interactions control the telomeres motility and metabolism (De Vos
et al. 2010). Lamin A defects increase telomeres motility and lead to impaired cell growth and

telomere attrition (Raz et al. 2008).

f. Chromatin organization

Since 1990s, studies on Drosphila showed direct interactions between lamins and chromatin
(Li et Zhu 2015). However molecular mechanisms and their role in gene expression remained
unknown until recent discoveries. Chromatin organizes according to gene poor chromosome
territories which localized at nuclear periphery are and gene rich rather at the center of the

nucleus. This organization is highly labile and depends mostly on the cell type and cell’s
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activity. The link between lamins and chromatin has been highlighted using DamID technology
which showed chromatin domains associated with nuclear lamina, so called “LADs”. There are
between 1000 and 1500 LADs covering one third of the genome. LADs correspond to poor
gene regions with repressive histone marks and are regulated by insulator CTCF (Guelen et al.
2008). Interestingly, genome-wide DamID maps of different lamins showed similar results.
Being soluble, lamin A is found in nuclear periphery as well as in the center of the nucleus.
Nevertheless, other studies showed direct interactions between lamin A and chromatin at

nuclear interior (van Steensel et Belmont 2017).

In 2013, Solovei & al. shed a light on the role of lamin A and LBR. Thus, LBR and lamin A
expression are variable according to the stage of cell differentiation. At early stages, LBR is
predominantly expressed while lamin A is rather found in differentiated cells. Interestingly,
LBR and lamin A are tethered with heterochromatin and repress gene expression of specific
chromatin regions according to cell stages. LBR and lamin A double knockout leads to
chromatin “inversion”. Heterochromatin becomes located at the center of the nucleus and
euchromatin at periphery (Solovei et al. 2013). These studies highlight the role of LBR and
lamin A on chromatin territories and gene expression. The interactions between lamins and

chromatin reveal the complexity of the chromatin organization (Shimi et al. 2008).



Il. LAMINOPATHIES

Over the past decades, LMNA mutations have been reunited in the so-called “laminopathies”.
More than 15 different pathologies have been described including mutations in ZMPSTE?24,
the gene encoding one of the enzymes responsible for lamins post-translational maturation. We
can describe two major groups of pathologies. Multi-systemic laminopathies, or progeroid
syndromess lead to multiple tissue malfunctions and premature aging and span from severe
forms (DR, HGPS) to milder forms (MAD). Tissue-specific laminopathies induce single tissue
defects and so can affect skeletal-muscle, cardiac tissue, peripheral nerve and adipose tissue

(Cau et al. 2014).

A. Multi-systemic laminopathies

1. Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome

The first cases of Hutchinson-Gilford Progeria syndrome (HGPS) have been described at the
end of the 19" century by Dr Hutchinson and Gilford respectively in 1886 and 1897
(Hutchinson 1886; Gilford 1897). HGPS is a very rare genetic disorder characterized by
premature aging. The prevalence is estimated to 1 over 20 million individuals. Clinical features
appear with early onset (~2 years old) and are characterized first by the loss of skin elasticity,
high-pitched voice, alopecia and growth retardation (Ahmed et al. 2017). Later, patients display
sclerodermia, bones alterations (osteoporosis, osteolysis), amyotrophy and lipodystrophy.
Metabolic disorders are marked by diabetes mellitus and abnormal lipid profile. Characteristic
facial dysmorphic traits as micrognathia, prominent scalp veins, beaked nose are observed
(Gordon et al. 2014). Cognitive functions are preserved. Death occurs towards 14 years old and

is due mainly to cardiac infarction (Muchir et Worman 2010).

In 2003, de novo mutations in LMNA gene were identified as responsible for HGPS (De Sandre-
Giovannoli et al. 2003; Eriksson et al. 2003). One recurrent mutation: LMNA: ¢.1824C>T

(p.Gly608Gly), located in exon 11, leads to abnormal splicing due to activation of a cryptic
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donor site which creates a truncated protein called “progerin”, on a autosomic de novo dominant
inheritance mode. Progerin doesn’t contain the sequence recognized by ZMPSTE24
metalloprotease and remains abnormally farnesylated at the C-terminal end, leading to its

abnormal persistence at the nuclear periphery (Scaffidi et Misteli 2006).

At cellular level, progerin incorporation in the nuclear lamina causes numerous toxic effects in
the nuclear envelope structure and the nucleus functions. Primary fibroblasts from patients
showed decrease of cellular proliferation, accelerated senescence and nuclei abnormalities
underscoring defects of the nuclear envelope (Navarro, Cau, et Lévy 2006). HGPS in vitro
experiments also exhibit telomeres attrition, DNA repair mechanisms defects, mitochondrial
dysfunctions and loss of peripheral chromatin and repressive chromatin marks (Manju,
Muralikrishna, et Parnaik 2006; Lopez-Otin et al. 2013). These numerous cellular defects

contribute to explain the severity of HGPS clinical symptoms.

2. Restrictive Dermopathy

Restrictive dermopathy is due to ZMPSTE24 homozygous missense mutation leading to
inactivation of the protein. Clinically, patients present severe skin involvement and reduced
movements. The patients die few days after birth (Navarro et al. 2004). A total absence of
prelamin A post-translational processing it thus more severe than the effect of a mutated LMNA

allele.

3. Mandibulo-acral Dysplasia

Mandibuloacral dysplasia has been associated with LMNA mutations and leads to a milder form
of laminopathiy characterized by bone alterations, lipodystrophy and premature aging. First
clinical features appear between 2 and 5 years and signs of premature aging emerge towards 20
years old (Cunningham et al. 2010). Clinically, patients present skin abnormalities, facial
dysmorphic traits and skeletal alterations distinguished by osteolysis and joints stiffness.

Lipodystrophy is marked by lower limb lipoatrophy, adipose tissue hypertrophy localized on
8



the neck and the trunk and is accompanied by metabolic disorders such as diabetes mellitus or
hypertriglyceridemia (Vittoria Cenni et al. 2018; Capanni et al. 2005). Interestingly, MAD
doesn’t affect cardiac tissue and skeletal-muscle. At cellular level, different experiments show
nuclear abnormalities, loss of peripheral chromatin, nuclear lamina thickening and dysregulated

stress response (Vittoria Cenni et al. 2018).

Another form of MAD has been associated to ZMPSTE24 mutations (Agarwal et al. 2003). The
pathology share the same characteristic as MAD-A. Nevertheless, MAD-B is more severe and
can be distinguish by generalized lipodystrophy, renal glomerulonephritis and pronounced

micrognathia.

4. Other LMNA aging related diseases

Recently, new syndromes related with premature aging has been described involving LMNA
mutations and are referred as atypical progeria syndromes. Missense mutations lead to the
production of prelamin A with either autosomal dominant, either autosomal recessive pattern

of inheritance (Doubaj et al. 2012).

Interestingly, Nestor-Guillermo Progeria Syndrome has been associated with BANF1
homozygous mutations. BANF1 is embedded in the nuclear envelope and is a lamin A direct
partner. The phenotype is a milder form of laminopathy and thus shares common features with

HGPS (Cabanillas et al. 2011).

B. Tissue-specific laminopathies

1. Skeletal-muscle laminopathies

a. Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy type 2

In 1999, LMNA mutations were associated with Emery-Dreifuss muscular dystrophy (EDMD)
(G. Bonne et al. 1999). The pattern of inheritance is mostly autosomal dominant even though

recessive transmission and mosaicism have been described for severe phenotype in rare cases



(Gisele Bonne et Quijano-Roy 2013). The onset is between 20 and 30 years and the patients
present clinically a triad: scapula peroneal muscular weakness, joints contractures (elbow,
ankle, spine) and cardiac defects (dilated cardiomyopathy, ventricular tachyarrhythmia)

(Puckelwartz et McNally 2011; G. Bonne et al. 1999).

b. Limb-girdle Muscular Dystrophy type 1B

Limb-girdle muscular dystrophy type 1B constitutes the second phenotype described with
LMNA mutations with autosomal dominant pattern of inheritance. The adult onset occurs
between 30 and 40 years old. The muscular weakness located at the pelvic and the scapular
girdle predominates, accentuates later to the distal muscles and can be associated to cardiac

defects (Wicklund et Kissel 2014).

c. LMNA Muscular Dystrophy

LMNA MD is the most severe and completes the spectrum of muscular dystrophies associated
with laminopathies. The early onset (2 years old) allows the diagnosis (D’ Amico et al. 2005).
The follow-up can be determined by muscular biopsies and an increased serum level of creatine
kinase (Mercuri et al. 2004). One can distinguish two subgroups: a severe form characterized
by poor motor development and spontaneous movements complicated by respiratory failure;
and a milder form with a progressive decrease of cervical muscular strength (Quijano-Roy et

al. 2008).

2. Charcot Marie Tooth disease (CMT)

LMNA mutations are involved in inherited neuropathies described in one form of Charcot
Marie-Tooth disease (De Sandre-Giovannoli et al. 2002). In 1999, a homozygous mutation
(R298C) has been associated to axonal form of the disease with normal motor median nerve
conduction velocity in consanguineous Algerian family (Bouhouche et al. 1999). Despite the
onset of CMT2B1 around the second decade of life, the interfamilial and intrafamilial

phenotypic variability leads to a different evolution of the pathology (Jerath et Shy 2015).
10



3. Dilated cardiomyopathy:

Despite some 60 mutations already described, 6% of inherited DCM are associated with LMNA
mutations (Schreiber et Kennedy 2013; Fatkin et al. 1999; Haas et al. 2015). The pattern is
autosomal dominant and the chance to develop DCM ranged to 66% between 20 to 40 years
old and reach 100% completing 60" years of age. Otherwise, LMNA mutations can induce
overlapping syndrome leading to cardiac defects associated with either fat distribution

anomalies, or either muscular dystrophies (Captur et al. 2017).
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I11.  Dunnigan Syndrome

A. Description
Type 2 familial partial lipodystrophy or Dunnigan syndrome are induced by missenses
heterozygous or compound heterozygous mutations in LMNA gene. LMNA mutations are
mainly located in exon 8 and exonl11 (Hegele 2000; C. Vigouroux et al. 2000; Speckman et al.
2000). The LMNA mutations p.R482W/Q lead to 80% of FPLD2 phenotype and describe the
classical form of the disease (Broers et al. 2006). However, numerous mutations are also

reported all along LMNA gene (Guillin-Amarelle et al. 2018).

FPLD2 is clinically defined by abnormal fat distribution starting around puberty characterized
by lipoatrophy and fat accumulation (Dunnigan et al. 1974; Hegele 2000). Lipoatrophy is
localized in the limbs, the hips and the buttocks leading to a protruding and well-defined
musculature whereas fat accumulation is lied in the neck, the face and the dorsal and axillary
region. The abnormal fat distribution induces android appearance. Patients also displays
frequently phlebomegaly in the upper and the lower limbs, lipomas and acanthosis nigricans in
the neck and axillary region related to diabetes mellitus (Abhimanyu Garg 2004). Less
frequently, patients can feature amyotrophy or muscular hypertrophy (Corinne Vigouroux et al.

2018).

The women present an android appearance and precocious metabolic disorders accompanied
with gynecological disorders as PCOS (Polycystic ovary syndrome), miscarriage, still birth and
gestational diabetes. Men display less severe biological and clinical disorders making difficult

diagnosis (M. C. Vantyghem et al. 2008). Men are often diagnosed via close relatives.

Patients present cardiac, metabolic, cardiovascular, hepatic and pancreatic comorbidities due
mainly to metabolic disorders. Indeed, insulin resistance appears early as well as

hypertriglyceridemia and low HDL-Cholesterol level (Lidtke et al. 2005). The appearance of
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metabolic complications can be improved by specific diet and healthy life style. Hence,
abnormal fat distribution combined with diabetes mellitus and hypertriglyceridemia escalate
the specific comorbidities. Hepatic steatosis is frequent and associated with slight increase
aminotransferase plasma levels (ALAT, ASAT) (Ludtke et al. 2005). Few cases also display
hepatic cirrhosis that can be induced by environmental factors and metabolic complications

associated with FPLD2 (Hussain et Garg 2016).

Numerous cases present cardiovascular diseases such as valvulopathies, hypertrophic
cardiomyopathies and rhythm disturbances. Cardiovascular diseases appear according to the
patient’s age and the severity of metabolic complications leading to an anticipation

phenomenon (Muschke et al. 2007; van Tintelen et al. 2007).

Notably, Dunnigan syndrome exhibits low or subnormal serum leptin level. Leptin, produced
by adipose tissue, induces satiety and regulates the energy balance. Thus, hyperphagia is
frequent in FPLD2. Nowadays, serum leptin level is used as diagnosis criteria and a
pharmacological target. Indeed, according to serum leptin level and metabolic disturbances, a

recombinant analog of leptin can be used (Paz-Filho, Mastronardi, et Licinio 2015).

B. Clinical and biological obervations
Several articles, have tried to highlight biological and clinical pattern in FPLD2 typical form.
Moreover, difference between affected men and women has been investigated. A study
including subjects from a Canadian FPLD2 kindreds compared to unaffected patients from the
same families, have explored the clinical features. Males and females display lower HDL-
cholesterol levels and higher LDL-cholesterol levels compared to control patients underscoring
a higher prevalence of dyslipidemia. (68.6% FPLD?2 patients vs 7.8% in unaffected patients).
However, the study notices no differences in the prevalence of hypertension and glucose

intolerance (H. Cao et Hegele 2000).

13



FPLD2 affected women presenting, compared to a cohort of women patients a significant
increase of the prevalence of atherosclerotic cardiovascular disease (45% FPLD2 patients vs
15% in unaffected patients). Surprisingly, male FPLD2 patients reveals no differences with
male controls (Hegele 2000). Nevertheless, FPLD2 patients have an increase of the prevalence
of coronary heart disease according to age. 26.1% and 34.8% of FPLD2 patients presenting
coronary heart disease respectively before 55 years old and after. Unaffected patients exhibit

5.1% after 55 years old and none before (A. Garg 2000).

Patients with lipodystrophy and LMNA mutations appear to be with higher risk of
atherosclerotic cardiovascular cause by metabolic disturbances such as insulinoresistance and

dyslipidemia (Hussain, Patni, et Garg 2019).

C. Differential diagnosis
During the last two decades, the emergence of genetical diagnosis highlights numerous
mutations in different genes associated with lipodystrophic syndromes. It revealed two clinical
categories defined by the severity of lipoatrophy: congenital generalized lipodystrophy (CGL)
characterized by total loss of subcutaneous adipose tissue and familial partial lipodystrophy
(FPLD) leading to a partial loss and hypertrophic region of adipose tissue (Hussain et Garg

2016).

Congenital generalized lipodystrophies exhibit complete loss of subcutaneous tissue leading to
metabolic disorders early in life such as extreme insulin resistance, hypertriglyceridemia,
increased basal metabolism, acanthosis nigricans and pancreatitis. The prevalence remains rare,
around 1 over 10 million. Nowadays, 4 genes have been associated to 4 similar clinical
phenotypes but recognizable (BSCL2, AGPAT2, CAV1 and PTRF) (Chen et al. 2009; C. A.
Kim et al. 2008; Rostami et al. 2013). These genes are involved in lipid droplets formation,
biochemical pathway leading to triglycerides formation and caveolae internalization and

triglycerides storage. Clinicals and biological hallmarks attest the adipocytes inability to storage
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and release the energy contained in triglycerides. Metabolic imbalance is straighly to the

adipose tissue in capacity of endocrine secretion (M.-C. Vantyghem et al. 2012):

Familial partial lipodystrophies are associated with mutations in 6 different genes. LMNA
mutations caused the more frequent FPLD known as Dunnigan syndrome. The other described
forms are less frequent. Surprisingly, FPLD1 or Kobberling syndrome remains today without
identification of a monogenic inheritance pattern. Patients display childhood onset, central
obesity and lower limb lipoatrophy characterized by the same metabolic disorders noted in

Dunnigan syndrome (Jackson et al. 1997).

Type 3 familial partial lipodystrophy is the second genetic cause of partial lipodystrophies. It
caused by heterozygous mutations of PPARy characterizing autosomal dominant inheritance.
Patients display a phenotype less severe than FPLD2, comparable to metabolic syndrome
pattern. Android appearance is associated to lower limbs lipoatrophy and metabolic disorders
including high blood pressure, severe hypertriglyceridemia and an increased serum levels of
creatine phosphokinase (Astapova et Leff 2014; Campeau et al. 2012). PPARYy is a transcription
factor involved in numerous cell mechanisms, highly expressed in adipocytes. PPARY has a
key role in adipocyte differentiation and provide the development of preadipocytes to mature

adipocytes (Otto et Lane 2005).

FPLD4 is caused by PLIN1 homozygous and compound heterozygous mutations. Patients
develop diabetes mellitus, high blood pressure and lower limbs lipoatrophy underscoring a
cushingoid syndrome; often associated with muscular pseudohypertrophy and cardiac

anomalies (Kozusko et al. 2015).

Less frequently, FPLD5 and FPLDG6, are due respectively to CIDEC and LIPE homozygous
mutations. CIDEC and LIPE mutations are rare and have been associated respectively in 7

patients combined (CIDEC: 1 patient; LIPE: 6 patients). CIDEC is implied in the lipid droplets
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formation and colocalize with perilipin. In childhood, adipocytes contain several lipid droplets
leading to storage deficit and liberation of free fatty acids. Patients exhibit lower limbs
lipoatrophy associated with metabolic disorders: diabetes mellitus, hypertriglyceridemia and
increased blood pressure (Rubio-Cabezas et al. 2009). LIPE encodes for hormone-sensitive
lipase, highly expressed in adipose tissue, involved in glycerides and cholesterol hydrolysis in
adulthood. Enzymatic deficit leads to lower limbs lipoatrophy, myopathy and metabolic
disorders such as diabetes mellitus, hypertriglyceridemia and hepatic steatosis (Farhan et al.

2014).

Finally, familial lipodystrophy has been described in one family carrying AKT2 mutations.
Clinical examination revealed 35% decreased fat mass and a similar appearance as Dunnigan

syndrome associated to severe insulin resistance (George et al. 2004).
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V. Atypical familial partial lipodystrophy

One of the most interesting aspects of laminopathies lie in the phenotype-genotype correlation
leading to clinical heterogeneity. LMNA mutations as previously described can induce various
forms from tissue-specific laminopathies up to severe multisystemic laminopathies. LMNA
mutations associated to adipose tissue specific laminopathies reveal under subtle forms,

noticeable differences allowing distinction of different clinical phenotype.

Clinical forms can be separated in four different entities. The “pure” form known as Dunnigan
syndrome or FPLD2 was described previously, is caused by mutational hot-spot located in exon
8, codon 482. Other LMNA mutations have been associated with phenotypes affecting adipose
tissue and leading to metabolic disturbances which include Metabolic Syndrome, Insulin
resistance syndrome and forms harder to define and can be encompassed generally under the
name “metabolic laminopathies”. We will describe each specifications of the different

phenotypes from the less severe to the atypical form of lipodystrophies.

A retrospective study comparing FPLD2 patients and atypical FPLD forms due to non 482
LMNA mutations revealed noticeable differences. Indeed, non 482 FPLD have significantly
higher levels of glucose intolerance and hypertriglyceridemia. The non 482 FPLD patients have
higher percentage of cardiovascular disease such as arythmias or coronary disease leading to

an increased rate of sudden death.

A. Insulin resistance syndrome
Only a couple LMNA mutations have been associated to insulin resistance syndrome (Young et
al. 2005; Le Dour et al. 2017). Clinically, patients don’t exhibit central obesity or abnormal
distribution of adipose tissue. Predominantly, they present severe insulin resistance evolving in

diabetes mellitus. They don’t display other metabolic disturbances. A recent study including
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60,706 unrelated individuals has highlighted an association between LMNA mutation
p.Gly602Ser and insulin resistance in African American population (Florwick et al. 2017). An
article reports the case of a woman native from Reunion Island carrying the same mutation. She
presents insulin resistance, PCOS and exhibits nuclear alterations of fibroblasts. The mutation
cosegregates in two generations, in two male members displaying insulin resistance (Young et

al. 2005).

B. Metabolic syndrome
Metabolic syndrome became during the last two decades a major issue in public health in the
world. The prevalence is estimated around 20-25% in the world (Kwapich et al. 2018).
Metabolic syndrome is defined by the association of central obesity, dyslipidemia and insulin
resistance (Alberti, Zimmet, et Shaw 2006). In recent years, few papers described LMNA
mutations associated with patients presenting a metabolic syndrome. Numerous studies report
patients presenting metabolic syndrome with specific traits that can be related to genetic
lipodystrophies. These patients can present hypertrophy of adipose tissue on the trunk and the
neck but contrarily to FPLD2, they don’t display lower limbs lipoatrophy and exhibit high
serum levels of leptin (Decaudain et al. 2007). They exhibit metabolic disturbances with early
onset compared to classical cases of metabolic syndrome worsening cardiovascular
complications. Mutations can be found alongside LMNA gene. They also display 15 to 25% of
nuclear abnormalities compared to 5% in control cells in fibroblasts (Dutour et al. 2011). In
2011, Dutour described in a cohort of 87 patients with metabolic syndrome, 3 patients with a
single mutation in LMNA or ZMPSTE24 gene and a rate of nuclear abnormalities superior to
30% (Dutour et al. 2011). Interestingly, patient with ZMPSTE24 mutation harbors prelamin A

mutation which disturbs the structure of ZMSPTE24 leading to uncomplete processing of
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prelamin A (Quigley et al. 2013). Furthermore, at cellular level, fibroblasts show accelerated

senescence underscoring indirectly the role of lamin A (Galant et al. 2016).

C. Metabolic laminopathies
Metabolic laminopathies are characterized by abnormal localization of adipose tissue with
metabolic disturbances combined with myopathy, neuropathy and signs of premature aging.
Mostly, milder form of overlapping syndrome encompasses lipodystrophy and
cardiomyopathy. Even if myopathy is not unusual, it can vary between muscular hypertrophy
and muscular weakness. The forms of atypical laminopathies can be very elusive and vary
according to the position of mutations and other factors susceptible to generate variable
expressivity or incomplete penetrance (Corinne Vigouroux et al. 2018). A study reports a Dutch
family presenting an atypical form of FPLD2. Three cases carry LMNA p.Glu223Lys mutation.
The index case displays abnormal fat localization characterized by hypertrophy of adipose
tissue in the neck (buffalo hump) and central obesity. He suffered from hypertriglyceridemia,
diabetes mellitus, hepatic steatosis. He died of cardiovascular disease at 47 years old. He
presented low adiponectin and leptin levels. His two sons, carrying the same mutation, present
the same metabolic disturbances and central obesity. Surprisingly, the three cases also display
dysmorphic facial features similar to those observed in multisystemic laminopathies such as
proderoid syndrome. At cellular level, patients fibroblasts exhibit an increase rate of nuclear
blebbing and abnormalities compared to control patients (Weterings et al. 2013). Another
mutation (LMNA: p.Arg133Lys) was described in a patient with generalized lipoatrophy (BMI:
19.6) associated with pseudo muscular hypertrophy. Metabolic disturbances such as
hypertriglyceridemia, diabetes mellitus appear with early onset, between 20 and 30 years old.
Patients also suffer from left ventricular hypertrophy and exhibit at cellular level, 15% abnormal

nuclear features and a decrease of lamin B1 staining (Caux et al. 2003).
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Interestingly, a missense LMNA mutation p.Arg471Gly was associated with different
phenotypes in a family and incomplete penetrance. Two sisters display partial lipodystrophy,
diabetes mellitus, dysmorphic traits and acanthosis nigricans respectively at 14 and 18 years
old. The father suffers from hypercholesterolemia and doesn’t present signs of lipodystrophy
or diabetes mellitus (Muschke et al. 2007). A different mutation in the same codon (LMNA:
p.Argd71Cys) has been described with compound heterozygous mutation (LMNA:

p.Arg527Cys) in a patient with progeria (Henian Cao et Hegele 2003).

Recently, a paper highlights a mutation (LMNA: p.Arg582Cys) in a family at heterozygous and
homozygous state (Montenegro et al. 2018). 3 women carrying the mutation in homozygotic
form display a severe atypical lipodystrophy with metabolic disturbances whereas a male
member of the family harboring the heterozygous mutation, present a milder form of

lipodystrophy similar to a female patient described few years before (Mory et al. 2012).

Furthermore, Jeru and coworkers observed an anticipation phenomenon on 3 generations of
patients presenting a lipodystrophy caused by a LMNA mutation. This unique case notes the
appearance of lipodystrophy and hypertriglyceridemia 15 days earlier in the third generation
than the first generation at an average age of 18 years old underscoring the necessity of

molecular diagnosis of relatives and early clinical follow-up (Jeru et al. 2017).
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V. Adipose tissue alteration and LMNA mutations

The different clinical forms of lipodystrophies caused by LMNA mutations suggest common
mechanisms to understand its physiopathology. Since the first description of Dunnigan

syndrome, numerous leads have been followed in order to understand adipose tissue alteration.

The clinical heterogeneity of laminopathies have been studied at a cellular level to highlight
mechanisms leading to such variability. Premature aging observed in progeroid syndrome due
to prelamin accumulation suggest an effect on tissue specific laminopathies. The research
established in adipose tissue laminopathies showed signs of premature senescence at cellular
level (Dutour et al. 2011; Broers et al. 2006). Nuclear abnormalities, decreased replicative and
proliferative capacity of cells mitochondrial alterations and ROS increase are characterized in
different type of lipodystrophies related to LMNA mutations (Caron et al. 2007). In numerous
cases, heterozygous missense mutations don’t lead to prelamin A accumulation suggesting a
different mechanism. Some papers explain fat defect by modifications of nuclear lamina
structure. Positively charged amino acids (Arginin) modifications by neutral or negatively
charged amino acids may induce the disruption of the tridimensional meshwork of lamins (Caux
et al. 2003; Favreau et al. 2003). Furthermore, experiments showed alterations of post
translational modifications such as sumoylation. Mutations located in the Ig fold domain disrupt
sumoylation via SUMO-1 affecting the formation and the localization of lamins filaments
(Simon et al. 2013). Other studies showed a decrease of p53 and p21, two key factors of cell
cycle, in lipoma of lipodystrophic patients (Aradjo-Vilar et al. 2012). p53 activation inhibits
differentiation of adipose tissue precursors preventing PPARY action. p53 decrease leads to an
impaired turnover of adipocyte inducing fat tissue accumulation (Molchadsky et al. 2008). pRb
is involved in the regulation of the cell cycle controlling G1-S phase (Frolov et Dyson 2004).
The decrease of pRb in lipoma of lipodystrophic patients support the alteration of adipose tissue

turnover.
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Adipose tissue is constantly submitted to environmental factors and precursors making difficult
its understanding. Recent studies mTor protein proves to be a major crossroad involved in
adipose tissue properties (Cai, Dong, et Liu 2016). mTor pathway dysregulation has been
related to numerous pathologies of which diabetes, obesity, premature aging and autoimmune
disorders (Khamzina et al. 2005). mTor forms complexes: mTorC1 and mTorC2. mTor
complexes are needed in adipogenesis, lipid metabolism, adipokine synthesis, thermogenesis,
insulin pathway and growth factors (Yoon et al. 2013). Mainly, mTorC1 is needed for adipose
tissue homeostasis and activates energy uptake through lipid storage, lipogenesis and inhibiting
lipolysis (Chakrabarti et al. 2010; Lamming et Sabatini 2013). At the opposite, mTorC2 is
independent from energy uptake or expenditure and play a role in cell survival, proliferation

and cytoskeleton organization remaining triggered by growth factors (Su et Jacinto 2011).

First, mTorCl play a role in adipogenesis triggering AKT. AKT induces adipocyte
differentiation, via signaling pathway, stimulating PPARYy which is a key transcription factor in
adipose tissue (Nakae et al. 2003). AKT and mTor are intertwined and regulate adipogenesis
(Zhang et al. 2009). mTorC1 inhibition signaling with rapamycin disrupts adipogenesis (J. E.
Kim et Chen 2004). Furthermore, mTorC1 activates directly PPARy inducing pre-adipocytes
differentiation to mature adipocytes and can favored lipogenesis and adipocyte functions

(Lefterova et al. 2014).

On the other hand, mTorC1 is involved in lipogenesis and lipid homeostasis (Porstmann et al.
2008) by a correlation with SREPB1 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1), a main
transcription factor implicated in the response of 30 genes regulating and triggering adipocyte
functions (Shao et Espenshade 2012). In FPLD2 characterized by prelamin A accumulation
recruiting BAF interfering with SREPB1 (Capanni et al. 2012). SREBP1 pool is sequestrated

and becomes inefficient to activate PPARy and adipogenesis (Capanni et al. 2005). In LMNA-
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/- mice, lipolysis induces decrease of adipose tissue and mTor is aberrantly activated (K. Cao

etal. 2011).

The studies highlight a link between lamin A and mTor via signaling pathway and regulatory
elements. This connection correlates adipose tissue homeostasis through AKT, SREPB1 and
PPARY and the balance of lamins responsible of the maintenance and the structure of the
nucleus (Chiarini et al. 2019). Furthermore, mTor induces autophagy to eliminate toxic protein.
Interestingly, mutated lamins are involved in inhibition of autophagy holding the mutated lamin

pool (V. Cenni et al. 2011; Dou et al. 2015; Evangelisti, Cenni, et Lattanzi 2016).

The role of lamins mutations in adipose tissue remains unclear despite the numerous insights
brought by the last studies. We can determine that LMNA mutations induce nuclear defects
affecting lamina and nuclear structure. Consequently, homeostasis of adipose tissue is
unbalanced by impaired adipocytes differentiation due to inefficient synthesis of adipocyte
precursors. Hence, FPLD patients carrying LMNA mutations display various defects disrupting
the development of adipose tissue that can related to lipodystrophic syndrome observed in
patients. The recent studies highlight new therapeutic targets such as mTor inhibitors
(rapamycin, rapalogs), autophagic activators and leptin replacement therapy (metrelepin).
Rapamycin and Metreleptin are already used in vivo in animal models and in human
therapeutics improving metabolic disturbances and abnormal fat distribution and cardiac

functions.
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Abstract :

Les laminopathies sont un ensemble de pathologies causée par des mutations du géne LMNA codant
pour la lamine A, une protéine nucléaire impliquée dans le maintien de la structure et de I’intégrité du
noyau. A ce jour, plus de 200 variants pathogénes ont été impliqués dans diverses laminopathies allant
de formes multi-systémique induisant un vieillissement accéléré a des formes spécifiques tissulaires
moins séveéres touchant soit le tissu adipeux, soit le tissu musculaire, soit les nerfs périphériques. Le
syndrome de Dunnigan ou lipodystrophie familiale partielle de type 2 est la forme classique de
laminopathies spécifique du tissu adipeux. D’autres mutations du géne LMNA ont été associées a des
formes modérées de lipodystrophies dont notamment le syndrome métabolique. En 2011, une étude sur
une cohorte de 87 patients atteints de syndrome métabolique a exposé chez 10 patients un nombre
important d’anomalies nucléaires. Des analyses génétiques ont mis en évidence des mutations dans les

genes LMNA et ZMPSTE24 chez 3 patients.

Nous présentons ici les résultats de 8 patients présentant un taux anormal d’anomalies nucléaires et un
syndrome métabolique. Une premiere approche a consisté a étudier in vitro les patients présentant une
mutation du géne LMNA ou ZMPSTE24. Afin de déterminer I’effet de ces mutations, nous avons établi,
sur des fibroblastes, un panel d’expériences visant a tester la prolifération cellulaire, la réplication
cellulaire ainsi que la sénescence des cellules. Nous avons également établi une approche par
transfection visant soit a reproduire les anomalies nucléaires en exprimant une lamine A mutée dans des
fibroblastes contréle, soit en inhibant la production de lamine A par stratégie d’ ARN interférence pour
corriger le phénotype nucléaire. Les résultats montrent que les mutations, in vitro, ont un impact sur
I’apparition des anomalies nucléaires associée a une senescence accélérée. Cette approche a également
visé les patients ne portant pas de mutation dans les génes ZMPSTE24 et LMNA. Ainsi, nous observons,
in vitro chez ses patients un impact sur la réplication et la prolifération cellulaire caractérisant une
sénescence accélérée. L’inhibition par ARN interférence de la lamine A montre une diminution des
anomalies nucléaires soulignant un effet indirect sur cette protéine. Une approche par séquencage haut-
débit a permi d’identifier des mutations dans des génes partenaires de la lamines expliquant la présence

importante d’anomalies nucléaires chez les patients.

Le syndrome métabolique présente des caractéristiques communes aux lipodystrophies d’origine
génétique. Malgré la prévalence élevée du syndrome métabolique dans le monde, le nombre de
mutations décrit reste faible et la proportion de ces mutations est sous-estimée. L’étude de ces formes
intermédiaires présentant des caractéristiques communes avec les laminopathies pourrait permettre

d’améliorer la prise en charge des patients et de mieux comprendre 1’impact des mutations identifiées.

Mots-clés : LMNA, ZMPSTE24, laminopathies, syndrome métabolique, tissu adipeux.
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