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I. Introduction

A. Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires (MCV) représentent la premiere cause de mortalité au niveau
mondial. Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (2017), elles sont responsables du
déces de 17.8 millions de personnes chaque année, soit 31% des déces. En Europe, 4 millions
de déces sont recensés chaque année avec 2.2 millions de femmes et 1.8 millions d’hommes.
En France, ces pathologies sont la premiére cause de mortalité chez les femmes et la
deuxieme cause de mortalité chez les hommes derriére les cancers avec pres de 140 000 déces
par an (chiffres du Ministére des Solidarités et de la Santé, 2019) (1).

Au sein des MCV, différentes pathologies sont regroupées (2) :
- les MCV athérosclérotiques (MCVAS) :
o maladie cardiaque ischémique ou maladie coronarienne (infarctus du myocarde
(IDM))
o maladie cérébrovasculaire (accident vasculaire cérébral (AVC))
o maladie de I’appareil vasculaire artérielle (incluant I’hypertension artérielle) et
périphérique
- les MCV autres
o maladie cardiaque congénitale
o maladie cardiaque rhumatismale
o cardiomyopathie

o arythmie cardiaque

Au niveau mondial, la premiére manifestation des coronaropathies est un IDM pour pres de la
moitié des patients (soit 7.5 millions de personnes, OMS 2012) avec un taux de mortalité a 1
an de 15%.

Causes importantes de morbidité, de recours aux soins et de mortalité, ces pathologies
cardiovasculaires ont un retentissement important sur la qualité de vie des patients. 1l est donc
nécessaire de prendre en charge ces pathologies le plus précocement possible et d’identifier

les patients a risque de développer un événement cardiovasculaire (CV).
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B. Les facteurs de risque cardiovasculaire

Les facteurs de risque cardiovasculaire (FDRCV) ont été définis a partir de nombreuses

études épidémiologiques menées au cours des 4 derniéres décennies.

1. Cohorte de Framingham

Dans les années 1940, les MCV représentent la premiére cause de mortalité aux Etats-Unis
avec pres d’un déces sur deux. Les facteurs de risque, les traitements et la prévention de ces
pathologies sont encore méconnus. En 1948, sous I’impulsion du service de santé ameéricain,
la cohorte de Framingham (3) se met en place dans I’état du Massachussetts (Etats-Unis).
L’objectif principal de cette étude est de comprendre le développement des MCV et
d’identifier les facteurs susceptibles de jouer un role dans leur étiologie. Des familles sur 3
générations (n = 14531 individus issus de la population générale dont 2873 femmes) ainsi que
916 individus issus de différentes communautés ethniques sont inclus (4) entre les années
1948 a 2003. Cette étude prospective se base sur 1’étude du risque CV absolu (mortalité CV).
La notion de facteur de risque cardiovasculaire (FDRCV) apparait dans le début des années
1960, suite a I’analyse des résultats sur les patients inclus a cette période (3). Elle met en
évidence une association entre 1’age, I’hypertension artérielle, le diabete, le cholestérol total
(CT), le LDL-cholestérol (LDL-c) et les MCV.

La relation causale entre les facteurs de risques (FDR) identifiés par I’étude de Framingham
et la survenue de MCV est aujourd’hui largement démontrée : c’est le cas de 1’étude
MONICA (MONItorage des maladies CArdiovasculaires) (5) menée entre les années 1980 et
1990, a travers 21 pays et incluant 10 millions d’individus.

2. Facteur de risque

Un FDR se définit comme un état physiologique, pathologique ou une habitude de vie
associée a une incidence accrue d’une maladie. Selon I’OMS, un FDR est tout attribut,
caractéristique ou exposition d’un sujet qui augmente la probabilité de développer une
maladie ou de souffrir d’un traumatisme. L’impact du FDR dépend de son niveau et de sa
durée d’exposition a celui-Ci.
Pour retenir le terme de FDR, différents critéres doivent étre retrouvés (6) :

- La force de I’association (risque relatif observé entre les sujets exposés et non-

eXpPoses)
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- L’association doit étre graduelle : le risque augmente avec le niveau du FDR (ex : taux
de LDL-c)

- Le FDR doit précéder la survenue de la pathologie

- Le FDR doit étre retrouvé dans différentes populations

- Lacorrection du FDR previent la maladie (notion de réversibilité)

Un FDR ne doit pas étre confondu avec un marqueur de risque. En effet, un marqueur est
associé au risque mais sans lien causal : leur correction spécifique ne permet pas d’infléchir le
cours de la pathologie (ex : les calcifications coronaires, 1’épaisseur intima-média mesurée au

niveau des carotides).

La mise en évidence de FDR permet d’évaluer un risque individuel de morbi-mortalité, un

dépistage de la pathologie, une orientation de la thérapeutique et une stratégie préventive.

Selon la Haute Autorité de Santé (HAS), un FDRCV est défini comme une situation (état
clinique et/ou biologique) qui majore le risque de survenue d’une MCV chronique, et en
particulier de la maladie coronarienne (7). Il existe deux types de facteurs responsables de
I’augmentation de I’incidence de I’athérosclérose et de développement de MCV : les facteurs

de risques modifiables et non modifiables.

a. Les facteurs de risque cardiovasculaire non modifiables

Différents facteurs de risque cardiovasculaire non-modifiables sont identifiés et listés dans le
Tableau 1.

Tableau 1 : Facteurs de risque cardiovasculaire non modifiables

Facteurs de risque cardiovasculaire Définition du critére
Sexe et age Homme > 45 ans ; femme > 55 ans
Hérédité : Histoire personnelle et familiale IDM ; revascularisation coronaire ou mort

subite chez un parent 1*" degré, avant 50 ans
chez un homme et avant 60 ans chez une

femme
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b. Les facteurs de risque cardiovasculaire modifiables

Differents facteurs de risque cardiovasculaire modifiables (selon les recommandations de la
Haute Autorité de Santé, juillet 2019 (7)), dus a un état pathologique et/ou un mode de vie,

sont identifiés et listés dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Facteurs de risque cardiovasculaire modifiables

Facteurs de risque cardiovasculaire Définition du critere

Prédiabéte* Glycémie a jeun > 110 mg/dL (> 6 mmol/L)
et < 126 mg/dL (< 7 mmol/L)

Hypertension artérielle Pression artérielle systolique > 140 mmHg

et/ou pression artérielle diastolique > 90
mmHg, confirmées par deux mesures
réalisées en deux occasions séparées

Administration d’un traitement

antihypertenseur

Dyslipidémie LDL-c > 130mg/dL (3.37mmolL) ou HDL-c
< 40 mg/dL chez I’homme (1.04 mmol/L) et
< 50 mg/dL chez la femme (1.30 mmol/L) ou
CT > 200 mg/dL (5.18mmol/L)

Administration d’un traitement

hypolipémiant

Obésité Indice de Masse Corporelle > 30kg/m? et/ou
périmétre abdominal >102cm pour un

homme ou >88cm pour une femme

Mode de vie Physiquement inactif et/ou sédentaire
Tabagisme Actif ou sevrage < 1 an

Alimentation/mode de vie Déséquilibrée, consommation d’alcool
Facteurs psychosociaux Niveau socio-économique bas, absence de

soutien social, stress au travail, dépression

*: le diabete est considéré d’emblée comme une situation a haut risque cardiovasculaire
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Le lien entre le cholestérol total et le risque cardiovasculaire est clairement établi depuis de
nombreuses années (Figure 1). Une baisse de la concentration en cholestérol de 1 mmol/L (39
mg/dL) est associée a une diminution de la mortalité coronaire de moitié chez les sujets de 40
a 49 ans, d’un tiers chez les sujets de 50 a 69 ans et d’un sixieme chez les plus de 70 ans (8).

Les résultats sont similaires avec le LDL-c.

. . Age at risk
Risque relatif 256 - (yia,,,,
80-89
128
70-79
64
60-69
32
50-59
16
40-49

AN

05

T T T T T T T
4.0 50 6-0 7-0 8.0

Usual total cholesterol (1 mmol/L)

Figure 1 : Représentation de la mortalité coronaire (RCV) en fonction du cholestérol total et de I'age
D’apreés Prospective studies collaboration, 2007

Il apparait ainsi indispensable d’estimer le RCV d’un individu a partir des différents FDRCV

afin de déterminer une prise en charge adaptée.
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C. Le risque cardiovasculaire total

Le RCV (risque cardiovasculaire) total dun individu est la probabilité de développer dans un

temps donné un événement CV. Il s’exprime sous différentes formes :

risque absolu : probabilit¢ pour un sujet de survenue d’un événement CV sur une
période de temps donnée

- risque relatif : probabilité de survenue d’un événement CV chez un sujet ayant un ou
plusieurs FDR rapportée a la probabilité de survenue de ce méme événement en
I’absence de FDR.

- espérance de vie

- risque de vie entiére : probabilit¢ de survenue d’un événement CV estimée sur
I’ensemble des années restant a vivre.

L’estimation du RCV global permet d’orienter la décision thérapeutique afin de réduire le
risque d’événement CV et de diminuer le RCV quel gue soit le niveau de chacun des facteurs
de risque.

Il est recommandé d’évaluer le RCV total chez un patient avec :

- la recherche de pathologies chroniques: maladies cardiaques (IDM, syndrome
coronarien aigu), maladies vasculaires périphériques (artériopathie oblitérante des
membres inférieurs, anévrysme aortique), maladies cérébrovasculaires (accident
ischémique transitoire, AVC), diabéte de type 1 et 2, insuffisance rénale chronique,
maladies auto-immunes ou inflammatoires, apnée du sommeil, grossesse

- le calcul du risque SCORE

- I’age > 65 ans.

L’évaluation de ce risque CV global est permise par différents modeéles développés a la suite
d’études épidémiologiques menées en population générale (ex: cohorte prospective de
Framingham). En fonction des populations et facteurs de risque étudiés, les performances de
ces modeles différent.

Le modeéle de Framingham et 1’équation de risque SCORE sont détaillés ci-dessous.

1. Modele de Framingham

Le mode¢le de Framingham permet de calculer le risque absolu de survenue a 10 ans d’un
événement CV chez des hommes et femmes de 30 a 79 ans indemnes de tout événement CV.
Les facteurs pris en compte sont les suivants : le sexe (table de calcul différente entre les
hommes et les femmes), 1’age entre 30 et 79 ans, le tabagisme, la pression artérielle systolique
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avec ou sans traitement, le CT (cholestérol total) et le HDL-c (HDL-cholestérol). Les résultats
permettent de chiffrer un risque selon :

- Unrisque faible : < 10%

- Un risque modéré : 10-20%

- Unrisque élevé : > 20%
Ce score a été établi a partir de données nord-américaines: il est donc difficilement
extrapolable a la population européenne. De plus, ce modele entraine une surestimation du
risque dans les pays européens ou le taux de pathologies CV est faible. Il est donc nécessaire

de développer une autre méthode de calcul du RCV total, adaptée a la population européenne.

2. Systeme SCORE

Les sociétés savantes européennes recommandent d’utiliser le systétme SCORE (Systematic
COronary Risk Evaluation) (9,10) car il est basé sur des données d’une large cohorte
européenne (205 178 personnes 88 080 femmes et 117 098 hommes de la population générale
de 12 pays européens) et est assez simple a calibrer pour chaque pays européen. Le SCORE
permet de calculer le risque de MCV fatale a 10 ans en prévention primaire selon les
principaux FDRCYV. Les risques de mortalité CV ont été établis pour les pays a haut risque
CV (Europe du Nord) et ceux a bas risque (Europe du Sud dont la France). Le calcul du risque
se limite aux personnes agées de 40 a 70 ans chez les hommes et 50 a 70 ans chez les femmes.
Le chiffre indiqué dans la table du SCORE correspond au risque absolu de mortalité
cardiovasculaire a 10 ans (Société de cardiologie européenne, 2019) (Figure 2 et Figure 3).
Les personnes avec une MCVAS documentée, porteuses de diabéte de type 1 ou de type 2,
d’insuffisance rénale chronique, d’hypercholestérolémie familiale (HF) : cholestérol total > 8
mmol/L (> 310 mg/dL), LDL-c > 6 mmol/L (> 230 mg/dL), hypertension artérielle sévere >
180/110 mmHg sont d’emblée prises en charge pour les différents FDR et ne nécessitent pas
un calcul de score de risque.

L’index SCORE intégre 5 facteurs de risque : le sexe, 1’age, le statut tabagique, la pression
artérielle systolique et le CT. Un facteur correctif peut étre appliqué au SCORE selon I’ethnie

pour les immigrés de 1 génération dans le pays.
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10-year risk of fatal CVD

Low-risk regions of Europe

WOMEN [ MEN |

| Non-smoker ||  Smoker | Age | Non-smoker ||  Smoker |

I Systolic blood pressure (mmHg) ]

Total cholesterol (mmol/L)

PBax  zan oo Joox

Figure 2 : Risque SCORE en fonction du sexe, du statut tabagique, de la pression artérielle systolique et
de I'age
D’aprés Mach et al., 2019

Trés haut risque CV Prévention secondaire

Diabéte avec atteinte d’organe ou >3 FDRCV
ou diabéte de type 1 (DT1) =20 ans
Insuffisance rénale sévére DFG<30mL/min
SCORE=> 10%

Hypercholestérolémie familiale avec maladie
cardiovasculaire ou un autre FDRCV

Un FDRCV majeur: PA>180/110;
TG=>3.1g/L ou LDLg >1.9¢/1
Hypercholestérolémie familiale sans autre
FDRCV

Diabéte sans atteinte d’organe, avec durée
>10 ans ou avec autres FDRCV

Insuffisance  rénale modérée avec
30<DFG<39mL/min

5%<SCORE<10%

Risque CV modéré Patients jeunes (DT1<35 ans ; DT2<50 ans
avec durée du diabéte<10 ans sans autre
FDRCV

1%<SCORE< 5%

| SCORE<1%

Figure 3 : Classification du risque cardiovasculaire (recommandations européennes ESC/EAS)
D’aprés Mach et al., 2019
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Cette estimation du RCV global par le SCORE comporte néanmoins des limites. En cas
d’HDL-c élevé, le RCV global est surestimé. En revanche, selon les situations listées ci-

dessous, le RCV global est sous-estimé :

antécédents familiaux de MCV prématurée chez les apparentés au 1°' degré avant 50
ans

- surpoids ou indice de masse corporelle élevé

- statut socio-économique défavorisé

- dépression

- index de pression systolique bas.

3. Méthodes non-invasives

Les méthodes non-invasives peuvent détecter la présence, estimer 1’étendue et évaluer les
conséquences cliniques des dommages vasculaires causés par 1’athérosclérose.

La détection de la calcification des artéres coronaires sans contraste (i.e. score calcique
coronaire) représente une bonne estimation de la surcharge arthérosclérotique et est fortement

associee aux evénements CV (marqueur de risque).
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D. Les lipoprotéines

Le cholestérol est un composant lipidique des membranes cellulaires et un précurseur de
nombreuses molécules comme les hormones stéroides, la vitamine D et les acides biliaires.
Environ 20% du cholestérol circulant est d’origine alimentaire, la majorité restante provient
de la synthése endogene hépatique, sous I’action d’une enzyme clé : ’HMG-CoA réductase.
Les différentes voies de transport et de métabolisme du cholestérol (via les lipoprotéines) sont
détaillées ci-dessous.

1. Caractéristiques des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont découvertes par Gofman et al.,(11) en 1950. Elles permettent le
transport plasmatique des lipides vers les tissus périphériques pour leur utilisation énergétique
mais aussi pour la production d’hormones stéroides et la formation des acides biliaires. Les
lipoprotéines ont une structure commune de base et sont composeées :

- d’un ceeur hydrophobe contenant le cholestérol estérifié et les triglycérides (TG)

- d’une monocouche externe amphiphile constituée de cholestérol non-estérifié, de
phospholipides (PL), de TG et d’apolipoprotéines. Ces dernieres agissent comme des
composants structuraux, des ligands pour la liaison aux récepteurs cellulaires et des
activateurs ou inhibiteurs enzymatiques.

D’aprés Goldstein et Brown (12), la structure du LDL est représentée ci-dessous. (Figure 4)

LDL 2
Phospholipids a0 " Vgas Cholesteryl esters
: ~ 1,500 molecules
ApoB
1 molecule
500 kDa Cholesterol

HO

Cholesteryl
ester

Fatty acid=0

Diameter: 22 nm
Mass: 3,000 kDa

Figure 4 : Structure du LDL et du cholestérol

D’aprés Goldstein et Brown, 2015. Elle posséde un diameétre de 22 nm et une masse de 3000kDa. 1500
molécules de cholestérol estérifié constituent le noyau lipophile. Autour de ce noyau se situe une couche
hydrophile constituée de 800 molécules de phospholipides, de 500 molécules de cholestérol non
estérifié et d’une molécule de 500kDa : I’apolipoprotéine B.
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Il existe 6 types de lipoprotéines : les CM (chylomicrons), les VLDL (very low density
lipoproteins), les IDL (intermediate density lipoproteins), les LDL (low density lipoproteins),
les HDL (high density lipoproteins) et la Lp(a) (Lipoprotein (a)) dont les caractéristiques
principales sont résumées dans le Tableau 3 (10).
Les apolipoprotéines sont des protéines incluses dans la masse lipidique. Elles sont réparties
de maniére spécifique au sein des lipoprotéines selon :

- ApoALl : marqueur des lipoprotéines HDL antiathérogénes

- ApoB : marqueur des lipoprotéines LDL et VLDL athérogenes

Elles sont peu sensibles aux variations environnementales, notamment nutritionnelles.

Tableau 3 : Caractéristiques physico-chimiques des lipoprotéines plasmatiques humaines
D’aprés Mach et al., 2019

Densité Diamétre TG Cholestérol  Phospholipides  Cholestérol  Apolipoprotéines

hydratée (nm) (%)  estérifié (%) (%) non estérifié majoritaires
(9/mL) (%)

CM <0.95 80-100 90-95 24 2-6 1 ApoB-48
VLDL 0.95-1.006  30-80 50-65 8-14 12-16 4-7 ApoB-100

IDL 1.006-1.019 25-30 25-40 20-35 16-24 7-11 ApoB-100
LDL 1.019-1.063 20-25 4-6 34-35 22-26 6-15 ApoB-100
HDL 1.063-1.210 8-13 7 10-20 55 5 ApoAl

Lp(a) 1.006-1.125 25-30 4-8 35-46 17-24 6-9 Apo(a)

2. Métabolisme des lipoprotéines

Le métabolisme lipidique comprend 3 voies essentielles : la voie exogeéne, la voie endogene et

le transport inverse du cholestérol.

e \oie exogene
I1 s’agit du transport des lipides exogénes depuis 1’intestin vers les tissus périphériques.
L’absorption lipidique de cholestérol exogeéne s’effectue par les entérocytes via un
transporteur NPC1L1 (Niemann-Pick C1-Like 1). Au sein de ces cellules entérocytaires, le
cholestérol peut d’une part étre véhiculé vers la lumicre intestinale grace aux transporteurs
ABCG5 et ABCG8 mais cette voie est trées minoritaire. De maniére prédominante, le
cholestérol est converti en esters de cholestérol via I’enzyme ACAT (acyl-CoA cholestérol acyl

transférase) de type 2.
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Les TG, les esters de cholestérol et I’ApoB sont assemblés pour former les CM, au niveau du
réticulum endoplasmique de I’intestin sous 1’action de la MTP (Microsomal Triglyceride
Transfer Protein). Les CM, concentrés sous forme de vésicules, migrent et fusionnent a la
membrane basolatérale de I’entérocyte afin d’étre déversés dans la circulation lymphatique

mésentérique (Figure 5) (13).

oo | MTP Lipoprotéine

Apo B : mature
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Figure 5 : Formation des CM et des VLDL sous ’action de la MTP
D’aprés NSFA (Nouvelle Société Francaise d’Athérosclérose)

IIs rejoignent la circulation sanguine via la veine sous-claviére gauche afin d’étre acheminées
vers les tissus adipeux et musculaires. Suite a la reconnaissance du cofacteur APOC2 présent
sur les CM, la LPL (Lipoprotéine Lipase) présente au niveau de ces tissus periphériques

hydrolyse les TG et entraine la formation d’AG libres non estérifiés nécessaires pour la

production énergétique (Figure 6).
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Figure 6 : Action de la LPL sur les lipoprotéines riches en TG (CM/VLDL)
D’aprés NSFA (Nouvelle Société Frangaise d’ Athérosclérose)
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Les remnants des CM (moins riches en TG que les CM) sont eliminés en large partie par le
foie via la liaison de I’ApoE au LDLR. Ces remnants sont ainsi protéolysés et le cholestérol
ainsi libéré peut étre intégré dans de nouvelles lipoprotéines synthétisees par le foie (VLDL)
ou excrété dans les canalicules biliaires.

La voie exogene permet un transfert efficace des AG vers les tissus périphériques pour la
production d’énergie. Le cholestérol estérifi¢ éliminé vers le foie permet ainsi la synthése

endogéne des lipoprotéines.

e \/oie endogene

La voie endogene des lipoprotéines permet le transport centrifuge des lipides du foie vers les
tissus périphériques.

Au niveau hépatique, les TG d’origine endogene et les esters de cholestérol sont transférés a
I’APOB via I’enzyme MTP pour obtenir les VLDL (Figure 5). De la méme maniére que les
CM, les VLDL sont ensuite sécrétés dans la circulation sanguine vers les tissus périphériques
(ex : tissu musculaire, cardiaque, adipeux) ou 1’enzyme LPL hydrolyse les triglycérides et
libere les AG (Figure 6). Il existe une compétition entre les CM et les VLDL en raison de la
similarit¢ du processus d’action de la LPL. Les particules d’IDL sont formées au terme de
cette étape. Les IDL sont pour moitié captés par le foie pour étre recyclés en VLDL. L’autre
moitié sera hydrolysée par la LPL pour diminuer la teneur en TG de ces particules et par
conséquent former les LDL. Ces lipoprotéines LDL sont issues essentiellement du
catabolisme des VLDL et représentent plus de 50% des lipoprotéines circulantes. Elles sont
constituées de cholestérol estérifié et d’APOB-100. Elles constituent ainsi le principal
transporteur du cholestérol. Les deux tiers des LDL sont catabolisées par le foie, apportant
ainsi leur cholesterol au foie. Le troisieme tiers des LDL apportent leur cholestérol aux tissus
extra-hépatiques. L’endocytose hépatique des LDL est suivie de la libération du cholestérol.
L’augmentation intracellulaire du cholestérol entraine I’inhibition de 1’enzyme responsable de

la synthése endogene du cholestérol : ’'HMG-CoA réductase.

e Transport inverse du cholestérol
Cette voie permet le transport centripéte du cholestérol des tissus périphéeriques vers le foie et
son excrétion biliaire (14).
Les HDL naissants sont formés au niveau hépatique et intestinal mais aussi a partir du
catabolisme des CM et des VLDL en récupérant le cholestérol en exces dans le sang et les
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tissus périphériques. Grace a I’apolipoprotéine Al présente au niveau de ces lipoprotéines, la
LCAT (lécithine cholestérol acyl-transférase) transforme le cholestérol en esters de
cholestérol. Sous I’action de la CETP (protéine de transfert d’ester de cholestérol), ces esters
de cholestérol peuvent étre échangés contre des TG présents au sein des VLDL/LDL et ainsi
retourner au foie. Au niveau hépatique, le cholestérol est transformé en sels biliaires et en
hormones stéroidiennes au niveau des tissus stéroidogéniques (surrénales, ovaires, testicules)
(Figure 7).
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lipoprotéines, des
macrophages et

" HDL naissant

: des tissus
LCAT, Apo A-l périphériques
{ HDL,
CETP l,mopmlc».nes
LH TG/EC | contenant I'apo
; — B-100
Tissus
stéroidogé- HDL,
niques

Figure 7 : Transport inverse du cholestérol via le HDL-c
D’apres Hogue, 2004

E. La régulation physiologique de I’homéostasie du cholestérol

Différentes voies physiologiques sont responsables du maintien de 1’homéostasie du
cholestérol et agissent a la fois sur sa biosynthese endogene mais aussi sur son recyclage

hépatique via la voie du LDLR.

1. Voie SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein)

Le LDL-c se fixe sur le LDLR par reconnaissance via I’ApoB. Le LDL-c est pris en charge
par les lysosomes, ou les esters de cholestérol sont estérifiés. Le cholestérol est ensuite utilisé
dans la synthese membranaire mais aussi dans la biosynthése de molécules ou substances
actives. Le cholestérol exerce également un rétrocont6le négatif sur la production de LDLR et
de ’HMG CoA réductase. En effet, quand le taux de cholestérol intracellulaire est bas, les
cellules produisent abondamment des LDLR et de ’HMGCOoA réductase. Au contraire,

lorsque le cholestérol intracellulaire augmente, le niveau de ces 2 protéines diminue.
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L’objectif principal est de conserver I’homéostasie du cholestérol membranaire (15) (Figure

8) : A Normal
Acetyl CoA

HMG CoA

Reductase |--,

Mevalonate

Figure 8 : Régulation de la synthese du cholestérol et des LDLR chez un sujet sain
D’apres Brown et Goldstein, 1986
Cette régulation s’effectue par voie transcriptionnelle. Au niveau de la membrane du

réticulum endoplasmique, différentes protéines sont retrouvées : SREBP1 (Sterol regulatory
element binding protein-1) et SCAP (SREBP1 cleavage activating protein). La protéine
SCARP est le détecteur de la concentration membranaire en stérols (cholesterol-sensor) (12).

e En I’absence de cholestérol
Lorsque le cholestérol membranaire diminue, la protéine COPII (Coat protein complex I1)

vient se fixer au complexe SREBP1/SCAP et permet a ce dernier de former une vésicule qui

bourgeonne vers ’appareil de Golgi. SREBP est alors clivée par 2 enzymes protéasiques
successives permettant in fine la libération d’un segment actif. 1l migre vers le noyau afin

d’activer la transcription du gene du LDLR et d’autres génes comme PCSK9 (Figure 9A).
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Figure 9 : Description de la voie SREBP dans le maintien de I'homéostasie du cholestérol intracellulaire
D’apres Goldstein et Brown, 2015

A : En cas d’hypocholestérolémie B : En cas d’hypercholestérolémie
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e En présence de cholestérol

Lorsque le taux de cholestérol intracellulaire est élevée, il vient se fixer au niveau des
membranes cellulaires. Lorsque le taux de cholestérol membranaire est supérieur a 5%, ce
dernier vient se fixer au niveau de la boucle luminale de SCAP, entrainant un changement
conformationnel de la protéine SCAP. Le site de fixation pour la protéine COPII se retrouve
masqué, permettant ainsi la fixation de INSIG (Insulin induced-genes). Le complexe
SCAP/SREBP est alors piége dans le réticulum endoplasmique, empéchant la migration vers
I’appareil de Golgi et aboutissant a la diminution de la transcription du géne du LDLR, et

donc du taux de cholestérol intra-cellulaire (Figure 9B).

SREBP (isoforme 2) peut également activer le géene de ’THMGCoA réductase, les genes des
enzymes nécessaires a la biosynthése du cholestérol, permet donc aux cellules de synthétiser
du cholestérol en plus de 1’absorber du LDL-c.

Cette régulation transcriptionnelle de ’homéostasie du cholestérol est également médiée par
I’administration de médicaments hypocholestérolémiants (i.e. statines) et par un régime

alimentaire riche en lipides.

2. Voie PCSK9 (Proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9)

L’expression de la protéine PCSKO9 est régulée par le facteur de transcription SREBP décrit
précédemment. La fonction majeure de PCSK9 est la dégradation des LDLR. Une fois
sécretee par le foie, PCSK9 se lie au LDLR via son domaine extracellulaire EGF-A (facteur
de croissance épidermique) au niveau de la surface cellulaire ou en intracellulaire. En se
complexant avec le LDLR, PCSK9 empéche son recyclage endocytaire et entraine la
dégradation lysosomale du complexe. Le mecanisme exact de dégradation est encore peu
clair. Pour cibler le LDLR et induire sa dégradation, PCSK9 se lie directement au niveau des
LDLR naissants de I’appareil de Golgi mais également au LDLR au niveau de la membrane
plasmique.

Cette voie physiologique permet de maintenir un taux de LDL-c circulant en régulant le

recyclage du LDLR et donc le catabolisme hépatique des LDL.
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3. Voie LXR (Liver X receptor)

Le cholestérol intracellulaire hépatique peut étre oxydé et active ainsi les récepteurs
nucléaires LXR (Liver X receptor : récepteur d’hormone nucléaire, facteur de transcription).
Ces derniers initient la diminution du cholestérol intracellulaire par inhibition de la
biosynthese du cholestérol, par inhibition de I’entrée du cholestérol (via les LDLR) et par

activation de I’efflux du cholestérol via les transporteurs ABC (Figure 10) (16).

LDL/VLDL
Cyclodextrine ™ LDLR/VLDLR
k Entrée S
Agoniste > ‘ )
- GW3965 W
RS S Statines

10901317 °

(Mévalonate)
Biosynthese @ /poAl/ApoE
ABCA1

ABCG1 @ HpL2/3

Efflux

Figure 10 : Récepteurs LXR et homéostasie du calcium intracellulaire
D’aprés Ceroi et al., 2017

Ces protéines constituant ces voies physiologiques représentent également des cibles d’intérét

majeur en situation pathologique.

F. L’athérosclérose

L’athérosclérose est un processus pathologique complexe, se déroulant au sein de la paroi des
vaisseaux sanguins, et se développant sur de nombreuses années. L’événement clé initiateur
de I’athérogénése est la rétention de LDL-c au sein de l’intima artériel, a travers un
endothélium dysfonctionnel (17).

La petite taille de ces lipoprotéines (<70nm) leur permet une entrée facilitée a travers la paroi

de I’intima artériel (Figurel1la).
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Figure 11 : Différentes étapes de développement d'une Iésion athérdsclérotique.

D’aprés Libby et al., 2011

a : une artére normale est constituée de 3 couches : les cellules endothéliales recouvrent I’intima, la média constituée
de cellules musculaires lisses (SMC) et de matrice extracellulaire, ’adventice constituée de mastocytes et
fibroblastes

b : les monocytes migrent au travers de 1’endothélium, évoluent en macrophages et se transforment en cellules
spumeuses en absorbant des lipides (LDL-c)

C : Au milieu de I’intima, les 1ésions progressent avec la prolifération des SMC et la synthése accrue de collagéne,
d’élastine et de protéoglycanes. La plaque progresse. Les lipides continuent de s’accumuler et d’amplifier le
phénomeéne : c¢’est le noyau lipidique ou nécrotique.

d: La thrombose constitue I’étape ultime : Lorsque 1’étendue de la plaque est importante, le capuchon fibreux se
rompt. La coagulation sanguine se déclenche au contact du facteur tissulaire, formant un thrombus. Ce dernier
s’étend, jusqu’a entraver la circulation sanguine.

v bkt
D o
ﬂ Apoptotic

Ces lipoprotéines séquestrées, se lient préférentiellement aux glycosaminoglycanes,
s’agrégent et s’oxydent au sein de la matrice extracellulaire subendothéliale avec une
modification des résidus lysines de I’ApoB (18). Un infiltrat de cellules macrophagiques se
forme et reconnait les résidus modifiés: les lipoprotéines sont endocytées par les
macrophages et induisent une transformation de ces derniers en cellules spumeuses (Figure
11b) (19).

Elles sécrétent une variété de cytokines pro-inflammatoires (20) entrainant ainsi une réponse
inflammatoire biologique inadaptée. Ce processus inflammatoire s’auto-amplifie avec
I’accumulation de lipoprotéines au sein des lésions existantes. Les cellules musculaires lisses

migrent au sein de 1’intima, proliferent et produisent du collagéne, témoignant d’une réponse
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cicatricielle a la paroi de la lésion (Figure 11c). Au cours de la progression de la lésion, les
macrophages meurent et laissent place a des zones de nécrose remplies de débris
extracellulaires, de cristaux de cholestérol, de protéases et d’¢léments prothrombotiques. Ces
plaques d’athérome peuvent entrainer un amincissement de la calotte fibreuse, une érosion
voire une rupture de la plague conduisant a des évenements thrombotiques. En effet, sous
I’effet du facteur tissulaire, la coagulation sanguine se met en place et entraine la formation
progressive d’un thrombus (Figure 11d) avec une réduction progressive de la lumiére interne
entrainant une ischémie du territoire vascularisé : ¢’est la maladie athéromateuse chronique.
En cas d’occlusion compléte de 1’axe artériel, on observe un infarctus du territoire anoxique
(IDM, AVC ischémique).

La taille des plaques athérosclérotiques est déterminée a la fois par la concentration de LDL-c
et de lipoprotéines contenant I’ApoB mais aussi par la durée totale d’exposition a ces
lipoprotéines (notion d’exposition cumulée) (21). A partir de 40 ans, pour un taux de LDL-c

constant, I’incidence d’un accident myocardique double chaque décennie (Figure 12).

BO7) 1y 40 ASIY ¢

20y 40y 60y 80y
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Figure 12 : Effet de I'exposition cumulée du LDL-c sur la plaque d'athérosclérose et le RCV
D’aprés Ference et al., 2018

La ligne pleine bleue représente ’exposition constante & 125 mg/dL de LDL-c.

La ligne orange pointillée représente le seuil de LDL-c cumulé a partir duquel on observe un risque
d’IDM (40 ans)

Pour un niveau donné de LDL-c, la formation de la plague est accélérée par des facteurs de
risques incluant le tabagisme, le diabéte et I’hypertension artérielle. A cela s’ajoutent des

facteurs génétiques modifiant la susceptibilité de I’endothélium a étre endommage.
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1. Les dyslipidemies

Les taux plasmatiques lipidiques sont déterminés dans une tres large mesure par des facteurs
génetiques, le plus souvent sous la forme de dyslipidémies familiales. De nombreux désordres
lipidiques monogéniques sont a ce jour identifiés. Les dyslipidémies sont des anomalies
qualitatives ou quantitatives d’un ou plusieurs lipides plasmatiques : le CT et ses fractions,
HDL-c et LDL-c et les TG. Largement retrouvées au niveau familial, elles représentent une
cause génetique de MCV précoce, et nécessitent un diagnostic et une prise en charge adaptée.
Ce chapitre détaillera particulierement les hypercholestérolémies et hypocholestérolémies

familiales, ainsi que les hyperlipidémies mixtes.

A. Bilan biologique

Le bilan biologique représente le plus souvent la porte d’entrée diagnostic d’une dyslipidémie,
en dehors des antécédents personnels et familiaux de MCVAS. Il se compose en premiere

intention de I’exploration d’une anomalie lipidique

1. Exploration d’'une anomalie lipidique

Elle s’effectue sur sérum (prélevement sur tube sec).

Elle est recommandée tous les 5 ans, sauf si événement cardiovasculaire, prise de poids,
modification du mode de vie ou instauration d’un traitement susceptible de modifier le bilan
lipidique ou les FDRCV. Si une anomalie est retrouvée, elle doit étre contr6lée 3 semaines a
distance, sans changement d’habitude ni traitement. Ce bilan est constitué des différents
parametres détaillés ci-dessous dont les techniques decrites et les valeurs normales (selon

I’age et le sexe) sont celles utilisées au laboratoire de biochimie du CHU de Nantes.

a. Aspect du sérum

Apres décantation, 1’aspect du sérum doit étre observé. Chez un individu sain, il est retrouvé
transparent jaune d’or. Un trouble ou une opalescence signe la présence de VLDL. Dans le
cas d’une lactescence, la présence de CM est probable et un test de crémage a 24h a 4°C est
préconise : si on observe une couche crémeuse au niveau du surnageant, le test est positif et

signe un défaut d’épuration des CM.
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b. Dosage du cholestérol total

Le cholestérol total correspond au cholestérol libre mais aussi estérifi¢é au niveau des cceurs
hydrophobes des lipoprotéines.

La méthode de référence pour le dosage du cholestérol total est la dilution isotopique associée
a la chromatographie (en phase gazeuse ou liquide) couplée a la spectrométrie de masse.

Dans les laboratoires de biologie médicale de diagnostic, les méthodes utilisées sont
coloricritéres enzymatiques. Elles reposent sous ’action de 2 enzymes : la cholestérol estérase
et la cholestérol oxydase (Figure 13). L’intensité du dérivé coloré formé mesurée par

absorbance (505nm) est directement proportionnelle au taux de cholestérol

Cholestérol estérase

v

Cholestérol estérifié + H.O cholestérol libre + acides gras

Cholestérol oxydase

v

Cholestérol libre + O, A4 cholesténone + H20»

Péroxydase

v

2H,0; + 4AAP + phénol colorant quinone-imine + 4H,O

Réaction de Trinder

Figure 13 : Réaction enzymatique de dosage du cholestérol total utilisant un chromogéne phénolique

Le cholestérol est libéré et oxydé sous I’action de I’estérase et ’oxydase. Le péroxyde d’hydrogéne formé réagit
avec la 4-aminoantipyrine et le phénol entrainant ainsi une coloration rouge de la solution (505 nm)

H20; : peroxyde d’hydrogeéne ; 4AAP : 4-aminoantipyrine

Chez le sujet normal, les valeurs cibles se situent entre 3.5 a 7 mmol/L (136 a 271 mg/dL).

c. Dosage des triglycérides

Les TG sont constitués d’esters de glycérol et de 3 acides gras. Ils sont dosés a 1’aide d’une
méthode colorimétrique enzymatique. Elles reposent sur I’hydrolyse des triglycérides sous
I’action de lipases avec la formation de glycérol total. Par oxydation, ce glycérol forme du
péroxyde d’hydrogéne qui réagit avec un chromogéne phénolique et entraine une coloration
rouge de la solution mesurée par absorbance (505nm). L’intensité mesurée est directement
proportionnelle au glycérol total et donc aux TG.

Chez le sujet normal, les valeurs cibles se situent entre 0.45 a 1.9 mmol/L (17 a 74 mg/dL).
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Interférence

On note qu’il existe 5 a 10% de glycérol libre dans le sérum, dont le taux peut augmenter dans
certaines conditions pathologiques (traitement a I’héparine, glycérol, dérivés nitrés, déficits
congénitaux en glycérolkinase...) ou physiologiques (jetine). I est donc nécessaire de
s’affranchir de fausses hypertriglycéridémies dues a des taux élevés de glycérol serique libre.
Une discordance entre un aspect limpide du sérum et un taux de TG augmenté mais aussi une
absence de prébétalipoprotéines (lipidoprotéinogramme) peuvent évoquer ces fausses

positivites. Dans ce cas il est nécessaire de réaliser un dosage de glycérol libre.

d. Dosage du HDL-cholestérol

Cette fraction du cholestérol est dosée a 1’aide d’une méthode colorimétrique enzymatique en
phase homogene. Les lipoprotéines non-HDL (LDL, VLDL et CM) sont mises en présence de
polyanions et d’un détergent pour former un complexe hydrosoluble. Au sein de ce complexe,
les enzymes cholestérol oxydase et cholestérol estérase ne peuvent donc pas agir. Seules les
HDL réagissent pour former le dérivé coloré rouge dont l’intensité est mesurée par
absorbance (505nm). Cette coloration est directement proportionnelle a la concentration en
HDL-c.

Chez le sujet normal, les valeurs cibles se situent entre 0.96 & 1.6 mmol/L (37 a 62 mg/dL).
Interférence

L’hypertriglycéridémie supérieure a 10 mmol/L (390 mg/dL) augmente le taux de HDL-c. Il
existe également des interférences physiologiques. D’une part, I’hypertriglycéridémie (> 2
mmol/L, > 78 mg/dL) diminue la taille des HDL et LDL par la voie de la CETP. D’autre part,

I’exercice physique et I’alcool augmentent le taux de HDL.

e. Dosage du LDL-cholestérol

Cette fraction athérogéne du cholestérol est dosée a 1’aide d’une méthode colorimétrique
enzymatique en phase homogene. Les esters du cholestérol et le cholestérol libre contenus
dans les LDL sont déterminés par la cholestérol estérase et la cholestérol oxydase en présence
de surfactants qui induisent une solubilisation sélective des LDL. Les réactions enzymatiques
sur les lipoprotéines autres que LDL sont inhibées par des tensioactifs et par un dérivé
glucidique. Ces enzymes aboutissent & la formation de péroxyde d’hydrogéne et entrainent
une coloration rouge de la solution par péroxydase. L’intensit¢ mesurée (600nm) est

directement proportionnelle au LDL-c.
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Chez le sujet normal, les valeurs cibles sont fonction des facteurs de RCV et de I’estimation
du risque cardiovasculaire total (10) (Annexe 1B).

< 55 mg/dL en prévention secondaire ou chez les patients a trés haut risque

< 70 mg/dL chez les patients a haut risque

< 100 mg/dL chez les patients a risque moderé

< 116mg/dL chez les patients a bas risque

Interférence
Il existe une possibilité de surestimer la fraction LDL-c s’il existe une hypertriglycéridémie
supérieure a 10 mmol/L (390 mg/dL).

f. Calcul de la valeur du LDL-c

A partir des concentrations mesurées de TG, HDL et CT, le LDL-c peut étre estimé via la
formule de Friedewald (Figure 14).

LDL-c =CT — HDL-c — (TG/2.2) mmol/L
LDL-c = CT — HDL-c — (TG/5) mg/dL

Figure 14 : Calcul du LDL-c selon la formule de Friedewald

L’estimation du LDL-c par la formule de Friedewald comporte toutefois certaines
limitations :
- erreurs analytiques car elle nécessite 3 dosages de d’analytes
- ausein des VLDL, on assume un ratio constant cholestérol/TG
- non validité de la formule pour TG > 3.88 mmol/L (150 mg/dL), si présence de CM, si
dyslipoprotéinémie de type 3.

La formule de Planella est également utilisée pour calculer le LDL-c, dans le cas d’une

hypertriglycéridémie (Figure 15).

LDL-c=CTx0.41-TG x0.32 + ApoB x 1.7 - 0.27 mmol/L

Figure 15 : Calcul du LDL-c selon la formule de Planella
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Comme alternative au calcul du LDL-c, on peut calculer le non-HDL-c c’est-a-dire le
cholestérol athérogene. Il s’agit de la mesure totale du cholestérol transporté par toutes les
lipoprotéines athérogenes comptant de 1’apoB, y compris les particules riches en TG que sont
les VLDL et leurs remnants (22) (Figure 16).

Non-HDL-c = CT - HDL-c

Figure 16 : Calcul du non-HDL-c

2. Autres parametres de I’exploration lipidique

a. Le lipidoprotéinogramme

En fonction du type de lipoprotéines, les densités, tailles et compositions varient. On peut
ainsi les caractériser en fonction de leur densité via une technique d’ultracentrifugation de
flottation. La présence de lipides au sein des lipoprotéines leur confere une densité inférieure
aux autres protéines du sérum. Cette technique est considérée comme la technique de
référence pour la séparation et I’étude des différentes classes de lipoprotéines. Cependant, en
raison de son caractére délicat, long et onéreux, elle reste réservée aux laboratoires de
recherche uniquement.
Dans les laboratoires de biologie de diagnostic, on lui préfere le lipoprotéinogramme (Figure
17, (23)). Cette électrophorese permet la séparation des lipoprotéines sous 1’effet d’un champ
électrique en raison de la présence de charges a leurs surfaces. Les protéines en proportions
différentes dans les lipoprotéines permettent la séparation. Il s’agit d’une technique qualitative
ou semi-quantitative des lipoprotéines permettant de confirmer la présence de CM, d’une
hypertriglycéridémie et de mettre en évidence une dysbétalipoprotéinémie de type IlI.
Trois zones distinctes de migration de ces lipoprotéines sont identifiées et permettent de
classer les hyperlipoprotéinémies selon les anomalies du lipoprotéinogramme (classification
de Fredrickson) :
- Alpha lipoprotéines : zone la plus éloignée du dép6t. Elle apparait faiblement colorée
et étalée. Elle correspond aux HDL (20-40%).
- Pré-béta lipoprotéines: zone de mobilité intermédiaire. Elle apparait étroite et
faiblement colorée. Elle correspond aux VLDL (2-34%).
- Béta lipoprotéines : zone proche du dépét. Elle apparait étroite et tres colorée. Elle
correspond aux LDL (34-59%).
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- Les CM normalement absents du sérum d’un sujet a jeun, restent au dépot s’ils sont

présents.

Dépét

pré-p

Chylomicrons (VLDL) Lp(a)

Cathode Anode

Migration

—

Migration

Figure 17 : Lipoprotéinogramme d'un sujet normolipémique
D’aprés Bittar et al., Electrophorése du sérum en gel d’agarose et coloration par le Noir Soudan

En cas de dysbétalipoprotéinémie de type III, on observe une bande broad B témoignant de

I’accumulation d’IDL et remnants de CM.

Afin de confirmer le dosage des HDL et LDL ou en cas d’interférence analytique, les dosages

de ’ApoAl et de I’ApoB peuvent étre réalisés.

35



B. Etiologies des hypercholestérolemies

Devant le diagnostic biologique d’une hypercholestérolémie pure, il est nécessaire de
s’affranchir et de rechercher dans un premier temps une hypercholestérolémie secondaire (24)

dont les étiologies principales sont décrites ci-dessous.

1. Hypothyroidie
Dans le cas d’une hypothyroidie, les troubles lipidiques sont fréquents et il est nécessaire de
les rechercher. L’effet hypocholestérolémiant des hormones thyroidiennes est dii a une

augmentation de I’expression de SREBP2 et a un effet direct de 1’hormone T3 sur le
promoteur du LDLR (24).

2. Hépatopathie, cholestase

En cas de cholestase hépatique et plus généralement d’hépatopathie, on observe une
accumulation de cholestérol dans le sang sous forme de LDL-c, qui serait la double
conséquence d’une augmentation d’activitt HMG-CoA réductase hépatique et d’une
altération de la transformation du cholestérol en acides biliaires. Par ailleurs, la production
accrue de cholestérol dans la cholestase extra- et intrahépatique n’est pas inhibée par la

lipoprotéine X (25).

3. Insuffisance rénale, syndrome néphrotique

Dans le cadre d’un syndrome néphrotique, I’expression des enzymes impliquées dans la

biosynthése du cholestérol est augmentée (voie SREBP).

4. Autres causes

Dans le cas d’un lymphome ou d’une gammapathie monoclonale, d’une anorexie mentale ou
encore de la prise d’oestroprogestatifs, il est fréquent d’observer une hypercholestérolémie

pure.

Dans la plupart des cas, une exploration biologique thyroidienne (TSH), hépatique
(phosphatases alcalines, gammaGT, 5’Nucléotidases, bilirubine), rénale associée a un
interrogatoire du patient permettent de documenter ces causes secondaires
d’hypercholestérolémie isolée. La mise en évidence d’antécédents familiaux associés a une
hypercholestérolémie biologique orientent alors la recherche vers une hypercholestérolémie

familiale.
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C. Hypercholesterolémies familiales

1. Diagnostic de I'hypercholestérolémie pure familiale

L’hypercholestérolémie familiale (HF) (OMIM#144010, #603813, #143890, #603776) est
I’'une des maladies héréditaires autosomiques dominantes les plus fréquentes avec une
incidence entre 1/200 a 1/300 en France chez les porteurs d’un variant hétérozygote
(hypercholestérolémie familiale hétérozygote HFhe) et une pénétrance de 90-95% (26). Elle
est décrite pour la premiére fois en 1938 par un médecin norvégien, au sein d’une famille ou
des taux élevés de cholestérol se transmettent sur un mode autosomique dominant (27). Il
existe également une forme tres rare et grave décrite au Liban pour la premiére fois en 1964
(28) (HFho hypercholestérolémie familiale homozygote) pour les porteurs de 2 alleles mutés
(variant homozygote ou variants hétérozygotes composites) avec un effet dose de I’alléle
muté (notion de codominance (29)) et une incidence de 1/ 300000 a 1/10°. L’HF est
responsable d’une maladie CV précoce en raison de taux persistants et élevés de LDL-c.
D’aprés une étude norvégienne (30), en 1’absence de traitement, on estime que 50% des
patients HF hétérozygotes (HFhe) présentent un accident CV avant 1’age de 50 ans et les
patients HF homozygotes (HFho) décédent avant 1’age de 20 ans. Un diagnostic précoce et
une prise en charge thérapeutique permettent de réduire drastiquement ce risque d’événement
CV.

L’ampleur du sous-diagnostic, de I’absence de traitement et du sous-traitement des personnes
atteintes de HF est inconnue a ce jour. D’aprés I’estimation de la prévalence, on évalue a
moins de 10% d’individus diagnostiqués pour cette pathologie a travers de nombreux pays
(France, Etats-Unis, Italie, Canada) (31).

a. Intérét du diagnostic de ’HF
Le concept de LDL-c cumulé illustre I’importance d’un diagnostic et d’un traitement précoce
de I’HF (31) (Figure 18). L’HF expose a un risque cardiovasculaire amplifié par rapport a
celui de la population générale. En 1’absence de traitement, 50% des hommes HF et 30% des
femmes HF ont un événement coronarien avant 1’age de 50 ans et 60 ans, pour les hommes et

les femmes respectivement.
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Figure 18 : Représentation du LDL-c cumulé en fonction de I’Age chez des individus sains ou porteurs
d’HF hétérozygote ou homozygote selon 1'age d'initiation d'un traitement hypocholestérolémiant par
statines

D’aprés Nordestgaard et al., 2013

D’aprés Nordestgaard et al., (31), a ’age de 55 ans, un individu sain possede une charge
cumulée de LDL-c autour de 150 mmol (ligne verte). Cette valeur représente le seuil
compatible avec un RCV. Pour un individu HFhe, cette valeur est atteinte a 35 ans (courbe
rouge) alors qu’elle est atteinte a 1’dge de 48 ans si un traitement hypocholestérolémiant est
instauré a 1’age de 18 ans (courbe bleue). De méme, si on débute un traitement dés 1’age de 10
ans, cet individu retrouve un seuil compatible avec un RCV a I’age d’un individu sain (courbe
violette).

On comprend la gravité de I’'HFho en raison de 1’dge d’atteinte du RCV autour de 12 ans en
I’absence de traitement.

Un traitement prolongé et adapté par hypocholestérolémiant permet de réduire le risque CV

des patients HF au niveau de celui de la population générale.

b. Diagnostic clinicobiologique de ’HF

Le diagnostic de I’HF repose sur des critéres biologiques et cliniques. D’aprés la Nouvelle
Société Francaise d’ Athérosclérose (32), il doit étre évoqué devant un LDL-c supérieur a 4.95
mmol/L (190 mg/dL) chez les adultes et supérieur a 4.16 mmol/L (160 mg/dL) chez les
enfants. Dans ce cas, il faut rechercher :

- Des antécédents personnels et familiaux d’HF détectée a partir d’un bilan biologique.
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- Des signes cliniques de dépbts extravasculaires de cholestérol. Les xanthomes
tendineux ou cutanés sont des signes quasi-pathognomoniques. Un arc cornéen est
caractéristique chez un sujet avant 1’age de 45 ans.

- Des antécédents personnels et familiaux de MCV précoce

Le diagnostic biologique d’hypercholestérolémie est dans la plupart des cas le critére d’entrée
diagnostique majeur. Ce bilan doit étre complété a minima d’un dosage du cholestérol total,
des triglycérides et du HDL-c, dans le cadre d’une exploration d’une anomalie lipidique.

Dans le cas ou I’on retrouve une hypercholestérolémie associée a I’un des 3 éléments listés ci-
dessus, le diagnostic moléculaire doit étre propose.

Le score DLCN (Dutch Lipid Clinic Network), recommandé par la société européenne
d’athérosclérose et la société européenne de cardiologie permet d’estimer la probabilité du
diagnostic d’HF (Annexe 2) :

- 0-2: HF peu probable

- 3-5: HF possible

- 6-8: HF probable

- > 8: HF certaine

c. Intérét du diagnostic moléculaire de I’'HF

Le diagnostic moléculaire de I’HF présente de multiples intéréts.

e Diagnostic génétique

Le diagnostic génétique apporte une certitude diagnostique au patient (33). En effet, le taux de

LDL-c ne permet pas d’identifier les individus FH en raison d’un spectre élargi des taux de

LDL-c (55% des patients FH ont un taux de LDL-c < 1.9 g/dL (34)).

e Relation génotype-phénotype

Par ailleurs, le risque de développer une MCV est plus élevé chez les patients porteurs de
variants pathogénes par rapport aux patients non porteurs quelque soit le taux de LDL-c.
D’apres une étude menée en 2016 (34) sur 26025 individus issus de 7 études cas-controles (
5540 cas, 8577 contrbles) et 5 cohortes prospectives, le risque de MCV est multiplié par 3
lorsqu’on est porteur d’un variant pathogeéne, pour un méme taux de LDL-C. Lorsque ce
dernier est supérieur a 190 mg/dL, les patients FH non porteurs de variants ont 6 fois plus de
risque de developper une MCV et les patients FH avec un test genétique positif ont 22 fois

plus de risque de développer une MCV (Figure 19).
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Figure 19 : Impact du statut génétique sur le risque de développer une MCV en fonction du taux de LDL-
c
D’aprés Khera et al., 2016

Le type de variant (faux-sens, tronquant) est associé avec le degré de I’hypercholestérolémie
et le risque de développer une MCV. Les variants perte de fonction dans le LDLR entrainent
une hypercholestérolémie sévére associée a un haut RCV. En revanche, les variants faux-sens
du LDLR, PCSK9 et APOB présentent un phénotype clinico-biologique intermédiaire (Figure
20).
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Figure 20 : Impact du type de variant sur le développement d'une MCV et du taux de LDL-c
D’apres Khera et al., 2016
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e Conseil génétique et thérapeutique

Par ailleurs, le taux de LDL-c ne permet pas a lui seul de dépister les apparentés en raison
d’un large spectre de taux de LDL-c retrouvés au sein d’une méme famille. En effet, la
pénétrance des variants étant variable a travers une famille, il est plus aisé¢ d’identifier les
apparentés a risque CV, surtout lorsque les dosages biologiques sont subnormaux. En cas de
désir de grossesse chez une patiente FH, une évaluation du risque d’homozygotie de ’enfant
doit étre réalisée par un dosage lipidique du couple.

Le conseil génétique permet d’expliquer les intéréts de réaliser un diagnostic génétique et
entrainent bien souvent une adhésion au traitement et donc une meilleure compliance (35).
Les choix thérapeutiques peuvent également étre guidés par le statut génétique. Certains
traitements n’ont en effet ’AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) uniquement pour
I’HFho. Les patients FH porteurs d’un variant gain de fonction dans PCSK9 sont
particulierement répondeurs aux inhibiteurs de PCSK9. Au contraire, les patients HFho ne
sont que peu voire pas répondeurs (en cas de variants entrainant une activité nulle du LDLR)
a ces inhibiteurs (36).

Chez la population pédiatrique, le test génétique est proposé car il permet une prise en charge
thérapeutique. En cas d’HFho, le traitement par statine est proposé des le diagnostic alors
qu’en cas d’HFhe il est mis en place a partir de 8-10 ans. D’aprés une étude publiée en 2019
sur une population pédiatrique (n=214 enfants), ce traitement n’a pas d’effet indésirable sur la
croissance et le développement de I’enfant (37). En 1’absence de traitement, un événement CV
survient précocement en raison d’un taux de LDL-c cumulé élevé.

Méme si les tests génétiques ne permettent pas d’identifier une cause moléculaire chez tous
les patients, ils établissent un diagnostic formel de FH, permettant ainsi un dépistage familial
précoce et une prise en charge adaptée en fonction de I’histoire familiale, du taux de LDL-c et

du variant identifié.
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2. Stratégie diagnostique

La stratégie diagnostic d’une hypercholestérolémie biologique est présentée dans 1’arbre

décisionnel ci-dessous (Figure 21).

Quand évoquer le diagnostic ?
LDL-c>1,9g/L

Rechercher une cause secondaire

d’hypercholestérolémie
Hypothyroidie
Hépatopathie
Syndrome néphrotique
Gammapathie monoclonale

Rechercher

- Antécédents personnels et familiaux d’hypercholestérolémie biologique
- Signes cliniques de dépdts extravasculaires de cholestérol (xanthomes)
- Antécédents personnels et familiaux de maladie cardiovasculaire précoce

Si au moins un des 3 éléments associés i une
hypercholestérolémie

Proposition d’un diagnostic moléculaire
LDLR, APOB, PCSK9

/

Calcul du score DLCN

probabilité d'une HF

estimation de la

Identification d’un variant pathogeéne
- Diagnostic d’"HF
- Dépistage familial des apparentés
- Prise en charge thérapeutique

Criblage moléculaire negatif
- N’exclut pas le diagnostic d'HF
- Dépistage clinico-biologique des apparentés
- Prise en charge thérapeutique

Etiologie polygénique
Nouveaux génes

Figure 21 : Stratégie diagnostique d'une hypercholestérolémie biologique
Adaptée des recommandations européennes et de la Nouvelle Société Frangaise d’ Athérosclérose (NSFA)

3. Génes impliqués dans I'HF

L’HF est une maladie génétique hétérogéne due a des variants portés dans des geénes

différents. D’apres le registre francais en 2018 comptant 2054 cas index avec un score DLCN

>5, le gene LDLR est le plus fréquemment muté avec 93.5% des patients, suivi par I’APOB et

PCSK9 avec 4.7% et 1.8% respectivement (38). Les bases moléculaires de 1’augmentation du

LDL-c sont dans la plupart des cas :

- Une diminution du nombre de LDLR (quantitatif) ou de I’activité du LDLR (qualitatif)

avec une diminution de la clairance plasmatique du cholestérol

- Une ApoB defectueuse au niveau du LDL-c conduisant a une absence de liaison aux

LDLR
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- Une surexpression ou hyperactivité de PCSK9 entrainant une dégradation rapide des
LDLR et un nombre réduit de LDLR.

D’aprés une étude de Reeskamp (39), si on estime une probabilité d’HF probable ou définie
(score DLCN >6), on retrouve des variants pathogeénes chez 60 a 80% des patients. D’aprés
une étude de Wang et al., 2016 (40), des variants pathogénes sont retrouvés chez 40% des
patients FH avec un LDL-c compris entre 5-6 mmol/L (194-233 mg/dL) et chez 90% des
patients FH avec un LDL-c supérieur a 8 mmol/L (310 mg/dL).
Plus de 2000 variants sont reportés actuellement dont la moitié sont classés
pathogenes/probablement pathogeénes selon les recommandations de ’ACMG (American

College of Medical Genetics and Genomics) (41).

a. LDLR (LDL Receptor)

Le géne codant pour le LDLR est localisé au niveau du bras court du chromosome 19
(19p13.2). Composeé de 18 exons (NM_000527.4), il possede une taille de 45kb et code pour

une protéine de 839 acides aminés. La structure du LDLR est représentée en Figure 22 (42).
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Figure 22 : Structure du LDLR et représentation exonique

D’aprés Varret et al., 1997

Le domaine extérieur contient 7 régions répétées riches en cystéine et constitue le domaine de liaison du
LDL-c. La région terminale cytoplasmique COOH est composée de 50 acides aminés et contient la
séquence guidant le récepteur pour son internalisation.
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Le géne du LDLR est trés polymorphe et représente le géne majeur impliqué dans les HF. On
y retrouve différents types de variants pathogénes au niveau des sites exoniques et canoniques
d’épissage mais aussi dans les régions promotrices : non-sens, faux-sens, petites délétions-
insertions, rarement synonymes.

De grands réarrangements sont également retrouves dans une proportion non négligeable de

10%, impliquant notamment des séquences Alu.

b. APOB

L’apolipoprotéine B existe sous 2 formes différentes : 1’apolipoprotéine B100 (ApoB100) et
I’apolipoprotéine B48 (ApoB48), codée par le méme géne APOB (NM_000384.3) situe sur le
bras court du chromosome 2 (2p24.1). L’ ApoB100 posséde une masse moléculaire de 540kDa
et 26 exons codant pour 4536 acides aminés. La masse moléculaire de I’ApoB48 est de 48%
de la masse moléculaire de I’ApoB100 en raison de d’une modification post-transcriptionnelle
du transcrit de I’APOB catalysée par APOBEC1 (ApoB Editing Catalytic subunit 1) au niveau
des cellules intestinales. Suite a une désamination du nucléotide 6666 transformant la cytidine
en uridine, on observe un changement protéique d’une glutamine en un codon stop
p.(GIn2153*). Chez I’homme, 90% des ARN d’ApoB intestinaux subissent le mRNA editing
(désamination décrite précédemment) (43).

L’ApoB48 est un polypeptide de 2152 acides aminés, avec une masse moléculaire de 264kDa.
Les variants pathogenes, en majorité faux-sens, dans le gene APOB sont retrouvés chez 5-
10% des patients FH (33,44). Le plus souvent, ils sont retrouvés au niveau de la région se
liant au LDLR (Figure 23). D’apres une étude d’Elbitar et al., 2018 (45), dans la population
européenne, les variants pathogénes p.(Arg3527GIn) et p.(Arg3527Trp) dans 1’exon 26 sont
les plus freqguemment identifies (6-10% des patients FH). Des variants situés dans d’autres

régions sont identifiés mais leur pathogénicite reste difficile a établir.

p.Arg3527Gin
p. Arg3527Trp
p.Arg3527Leu p.Trp4396Tyr
p.Ala3396Thr
p-Arg50Gin p-Lys33944sn | p Arg3507Tp
p.AvgS0Trp p.Argil64Thr p.Arg3s07Rro p.Gind494del
‘ p.Arg3039Cys ’
5 10 15 20 !
5° 3!
PRI B B GBI SieB ORGS0 Wdeade)

Figure 23 : Représentation exonique de I'APOB et variants pathogénes impliqués dans la HF
D’aprés Elbitar et al., 2018. Site B : Domaine de liaison au LDLR
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c. PCSK9

La protéine PCSK9 est codée par un gene localisé sur le bras court du chromosome 1 (1p32.3)
et comporte 12 exons (NM_174936.4). A la suite des différents clivages autocatalytiques, on
obtient la formation de PCSK9 mature (46).

Des variants pathogénes gain de fonction augmentent la faculté de PCSK9 a dégrader le
LDLR, avec par conséquent une diminution du nombre de LDLR a la surface cellulaire. Les
variants p.(Serl27Arg) (47) et p.(Asp374Tyr) (population anglo-saxonne) sont les plus

fréquemment retrouvés (48).

d. APOE

Situé sur le bras long du chromosome 19 (19q13.32), ce géne code pour I’apolipoprotéine E
(ApoE), responsable du recyclage hépatique des VLDL et CM via la liaison au LDLR.
L’ ApoE existe sous la forme de 3 alleles différents (E2, E3 et E4) codant chacun une isoforme
de ’ApoE (NM_000041.4). Ces isoformes n’ont pas la méme affinité pour le LDLR:
I’ApoE4 a une affinité élevée et I’ApoE2 a une affinité moindre. L’alléle E3 est considéré
comme la forme normale alors que les alléles E2 et E4 sont associés a différentes pathologies.
Ce polymorphisme génétique révele ainsi 6 phénotypes de I’ ApoE :

- 3 phénotypes homozygotes (E2/2, E3/3, E4/4)

- 3 phénotypes hétérozygotes (E2/3, E2/4, E3/4)
La distribution des phénotypes (Tableau 4) dans la population générale montre que le

phénotype le plus répandu est E3/3, et que ’all¢le E3 est le plus fréquemment rencontré (49).

Phénotype | %
E4/4 3
E3/3 60
E2/2 1
E4/3 22
E4/2 2
E3/2 12

Tableau 4 : Fréquence des phénotypes de I'ApoE dans la population générale.
D’aprés Poirier et al., 1993

Ces 3 alléles different au niveau des acides aminés en position 130 et 176 (Figure 24).
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1 130 176 299

E, NH. — Cys [ovs ] | COOH

1 130 176 299
E3 NH, — Cys Arg — COOH
1 130 176 299

E4 NH, — - Arg — COOH

Figure 24 : Substitutions des acides aminés en fonction des 3 isoformes de I'ApoE
D’aprés Boot et al., 2020

Ces variants non délétéres sont décrits en rapport avec la maladie d’Alzheimer : prés de 10%
des porteurs d’un alléle E4 hétérozygote développeront une maladie d’Alzheimer a 75 ans
tandis que 33% des porteurs homozygotes de 1’alléle E4 développeront cette pathologie a 75
ans.

Dans le cadre d’un diagnostic moléculaire d’une hypercholestérolémie, le variant pathogene
p.(Leul67del) est le plus fréquemment retrouvé (50). D’autres variants sont également décrits

et retrouvés au niveau du domaine de liaison au LDLR (51).

e. Autres génes

Des variants pathogénes sont retrouvés dans d’autres génes chez les patients FH. Dans notre
stratégie diagnostique, ils seront analysés dans un second temps, lorsque 1’on ne retrouve
aucun variant pathogene dans les genes décrits précédemment. Des variants pathogenes dans
les génes décrits ci-dessous sont a rechercher en cas d’une transmission autosomique

récessive.

e | DLRAP1 (LDL receptor adaptator protein 1)

Il est situé sur le bras court du chromosome 1 (1p36.11) et code pour une protéine cytosolique
de 308 acides aminés qui interagit avec la queue cytoplasmique du LDLR (9 exons,
NM_015627.3). Protéine chaperonne, elle permet I’internalisation du complexe LDL-¢/LDLR
via des puits de clathrine a la surface basolatérale des hépatocytes puis vers les endosomes.
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Des variants pathogénes entrainent une dysfonction de la protéine LDLRAP1 conduit a une
rétention des LDLR a la surface apicale et par conséquence une diminution de 1’épuration

plasmatique du LDL-c. A ce jour, on retrouve le plus souvent des variants faux-sens (52).

o ABCG5/ABCG8 (ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 5, 8)
Les genes ABCG5 (NM_022436.3, 651 acides aminés) et ABCG8 (NM_022437.3, 673 acides

aminés), situés sur le bras court du chromosome 2 (2p21) en tandem opposé codent pour des

protéines responsables du transport transmembranaire des stérols (en particulier végétaux).
Elles forment un hétérodimere et transportent les stérols de 1’entérocyte vers la lumiére
intestinale et du foie vers la bile. Les variants homozygotes ou hétérozygotes composites au
sein de ces 2 génes sont responsables de sitostérolémie. Il s’agit d’une pathologie héréditaire,
a transmission autosomique récessive, se caractérisant par des taux élevés de cholestérol et de
stérols végétaux. La relation entre des variants pathogenes dans ces genes et une
hypercholestérolémie n’est pas clairement identifiée. Il semblerait que le métabolisme du

cholestérol du foie vers la bile soit diminué (53).

e LIPA (Lipase A, lysosomal acid, cholesterol esterase)
Ce géne code pour une lipase acide lysosomale (LIPA), qui participe a I’hydrolyse des TG et
des esters de cholestérol provenant des LDL-c. Il est situé au niveau du bras long du
chromosome 10 (10923.31) et comporte (NM_000235.4, 399 acides aminés). En fonction du
degré de dysfonction de la protéine, elle est responsable de 2 pathologies différentes :
- Maladie de Wolman, qui se manifeste des les premiers mois de vie (décés dans la
premiére année de vie) et se caractérise par une absence totale de LIPA
- Maladie de stockage des esters de cholestérol, qui se manifeste plus tardivement a
I’age adulte avec une activité de lipase acide lysosomale résiduelle
Quelques variants pathogénes sont décrits avec des faux-sens le plus souvent.

Le Tableau 5 résume les différentes caractéristiques retrouvées chez les genes associés a I’HF.
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Tableau 5 : Genes associés a I'HF

Geénes Proportion Phénotype Type de variants retrouvés  Hotspots mutationnels

des variants
retrouvés

LDLR >90% HF type 1 >2000 mutations décrites | Tous les exons, promoteur jusqu’a —
dans la base LOVD. 600ph
Faux-sens largement, non-
sens, épissage
Larges réarrangements (10%)

APOB 5-10% HF type 2 Faux-sens Région de liaison entre ’APOB et le
2 variants récurrents ; LDLR : exon 3, 22 26 (acides aminés
€.10579 C>T p.(Arg3527Trp) | 3367 a 3652) et 29 (acides aminés
¢.10580G>A p.(Arg3527GIn) | 4372 4 405)

PCSK9 <1% HF type 3 Gain de fonction Tous les exons
Variants récurrents :
€.381T>A p.(Serl27Arg) et
€.1120G>T p.(Asp374Tyr)

LDLRAP1 | Rare HF type 4 Faux-sens

APOE Rare Variant récurent : | Tous les exons
¢.500_502del p.(Leul67del)

ABCG5 Rare Sitostérolémie | Faux-sens

ABCG8 Rare Sitostérolémie | Faux-sens

LIPA Rare Faux-sens

On retrouve un variant pathogéne

chez environ 50% des patients FH testés. Lorsque le test

génétique est retrouvé négatif, le diagnostic de FH n’est pas exclu. En effet, des genes

associes a cette pathologie restent encore a découvrir. Par ailleurs, une étiologie polygénique

de I’hypercholestérolémie familiale est de plus en plus étudiée, avec notamment la mise en

évidence de variants communs de I’ADN associés a cette pathologie.

4. Hypercholestérolémie pure polygénique

a. LDL-c SNP score

Les patients présentant une FH, sans variant identifié dans les genes précédemment décrits ont

une forte probabilité d’avoir une hypercholestérolémie d’origine polygénique.
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En 2010, le GLNC (Global Lipids Genetic Consortium) a identifié¢ a I’aide d’études
d’association plus de 100 locus pour lesquels des polymorphismes nucléotidiques (SNP)
influencent le taux de LDL-c. L’accumulation de variants communs ayant un faible effet
serait a I’origine de I’augmentation du LDL-c. Parmi les locus identifiés, 12 SNP sont retenus
(Tableau 6) et sont a 1’origine du LDL-c score : il s’agit de la somme du nombre de SNP
portés par chaque individu et la pondération de chaque SNP par la force de son effet (54).
Plus le LDL-c score est élevé, plus le sujet est prédisposé a développer cliniquement une

hypercholestérolémie.

Tableau 6 : LDL-c score selon 12 SNP (GLGC)

CHR SNP Gene Minor?® Common? GLGC weight
1 rs2479409 PCSK9 G A 0.052
1 rs629301 CELSR2 G T 0.15
2 rs1367117 APOB A G 0.10
2 rs4299376 ABCGS G T 0.071
6 rs1564348 SLC22A1 C T 0.014
6 rs1800562 HFE A G 0.057
6 rs3757354 MYLIP T C 0.037
11 rs11220462 ST3GAL4 A G 0.050
14 rs8017377 KIAA1305 A G 0.029
19 rs6511720 LDL-R T G 0.18
19 rs429358 APOE C T
19 rs7412 APOE T C
e2e2 0.9
e2e3 04
e2ed 0.2
e3e3 0
e3ed 0.1
eded 0.2

D’aprés Futema, et al., 2018
Les alleles a risque sont représentés en gras (minor, common). Les génes en gras sont ceux
utilisés pour calculer le LDL-c score avec 6 SNP.

D’autres SNP ont été inclus et testés, sans démontrer une efficacité significative a discriminer
les individus sains des patients FH sans variant identifié. Le LDL-c score peut méme étre
réduit a 6 SNP (génes en gras Tableau 6), avec une efficacité équivalente aux 12 SNP. Il est
important de noter que ce score a été établi sur une population caucasienne. Selon les

populations étudiées, les alléles a risque peuvent étre différents.

On estime que 80% des personnes FH, sans variant pathogéne identifié présenterait une
étiologie polygénique. Chez les patients FH avec variant pathogeéne retrouvé, il existe une
contribution du fond polygénique expliquant les variations phénotypiques et biologiques

intrafamiliales, pour un méme variant, en fonction de la ségrégation des SNP.
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b. Utilité clinique du score polygenique

La distinction entre une FH monogenique et une FH polygénique présentent 2 intéréts
majeurs. Tout d’abord, la prévalence des MCV est plus importante chez les patients FH avec
variant(s) identifié(s) par rapport aux patients avec un test génétique négatif (55). Par ailleurs,
on identifie un variant pathogene chez seulement 20 a 30% des patients FH possible (selon
score de DLCN), suggérant ainsi une étiologie polygénique. Chez ces patients FH possible, le
taux de mortalité CV est inférieur aux patients FH certaine ou probable, suggérant ainsi une
étendue moindre de la pathologie athérosclérotique (54).

Selon la Figure 25, le RCV augmente graduellement selon la présence d’une étiologie

polygénique, associée ou non a une étiologie monogénique (56).
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Figure 25 : Probabilité de ne pas avoir d'événement CV en fonction de I'age et du statut génotypique
D’aprés Trinder et al., 2019

c. Limites du score polygénique

Un seuil reste a determiner, a partir d’une population contrdle, pour interpréter ce score
polygénique. En effet, a ce jour, il n’y a pas de recommandation ni de consensus pour
interpréter et utiliser ce score. De plus, I’estimation du RCV en fonction de ce score
polygénique reste a établir. Enfin, des études sur les populations caucasiennes doivent étre
menees afin de pouvoir utiliser le score polygénique sur ces populations.

Actuellement, ce score n’est pas rendu dans le cadre du diagnostic moléculaire par les

laboratoires de biologie médicale.
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5. Prévention cardiovasculaire

L’objectif de la prévention CV est d’éliminer ou minimiser 1’impact des MCV et leurs
conséquences associées : prévention primaire de la MCVAS et prévention secondaire des
événements cardiovasculaires.

A T’échelle individuelle, il s’agit de prévenir et de prendre en charge les différents facteurs de
RCV et pathologies chroniques associées. Il existe une variabilité interindividuelle de réponse
au régime et traitement hypocholestérolémiants. Par consequent, I’individualisation du
traitement et I’identification des objectifs du traitement sont nécessaires pour 1’adhésion du
patient au traitement. La prise en charge clinique est globale, ¢’est-a-dire que la médication
associee, la tolérance et le colt du traitement doivent également étre pris en compte. A

1I’échelle de la population, la promotion d’un mode de vie sain peut étre faite.

a. Reégles hygiéno-diététiques
Le role central de la nutrition dans la prévention de la MCVAS est démontré (57). Les
facteurs diététiques influencent directement le développement de la MCVAS et indirectement
via leurs actions sur les facteurs de RCV modifiables tels que la pression artérielle ou la
glycémie. Néanmoins, il est difficile de mesurer I’impact d’un régime alimentaire sur le taux
de LDL-c en raison du mélange de différents nutriments et composants au sein des aliments
(58).
Un régime alimentaire riche en fruits et légumes, céréales completes, noix, poissons, huiles
végétales et en moindre mesure en viande, aliments riches en sucre raffiné et sel permet de
diminuer I’incidence des événements cardiovasculaires (59). Les régimes alimentaires les plus
évalués sont le régime DASH (Dietary approaches to stop hypertension) et le régime
méditerranéen et sont associés avec une réduction des événements cardiovasculaires.
D’autres facteurs sont également a prendre en compte dans le mode de vie afin d’améliorer le
profil lipoprotéique global : la maitrise du poids associée a une activité physique reguliere et
une consommation d’alcool modérée.
En parallele des mesures hygiéno-diététiques, un traitement pharmacologique
hypocholestérolémiant est instauré selon les recommandations européennes (10) (Annexe
1A).
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b. Traitement hypocholestérolémiant par statines

Il s’agit du traitement de premiére intention dans la prise en charge d’une
hypercholestérolémie.

e Mécanisme d’action

Les statines diminuent la synthese de cholestérol hépatique endogéne de cholestérol en
inhibant de maniére compétitive 1’enzyme HMGCoA-réductase. Cette réduction
intracellulaire de cholestérol entraine 1’augmentation de I’expression du LDLR via la voie
SREBP a la surface hépatocytaire avec une augmentation de I’internalisation du LDL-c. Ainsi
le taux plasmatique de LDL-c diminue.

e Bénéfices
D’aprés les résultats de 4 études en double-aveugle (placebo/statines) chez plus de 38 000
individus a haut RCV traités par statines sur 5 ans, une diminution du LDL-c accompagnée
d’une diminution significative des événements CV est observée. De méme, une méta-analyse
regroupant 22 essais sur les statines incluant 134 000 participants (12) démontrent que les
événements cardiovasculaires sont réduits de 20% environ pour chaque réduction de 1
mmol/L (39 mg/dL) de LDL-c, méme si les sujets sont a faible risque cardiovasculaire. Ces
études démontrent ainsi le réle prépondérant du LDL-c dans la MCV.
Malgré des effets indésirables retrouvés (myopathie, hépatotoxicité, surrisque modéré de
diabéte de type 2), cette molécule présente une bonne tolérance.

e Obijectif thérapeutique

La diminution du LDL-c est dose-dépendante avec la réduction du RCV et varie en fonction
des différentes statines. Une thérapie dite intensive a pour objectif une réduction d’au moins

50% du LDL-c, une thérapie modérée entre 30 et 50%.

Des traitements de seconde intention sont €également utilisés en cas d’intolérance aux statines

ou d’efficacité insuffisante des statines en monothérapie (Annexe 1A).

c. Autres traitements hypocholestérolémiants

e Inhibiteurs de 1’absorption du cholestérol

L’ézétimibe inhibe 1’absorption du cholestérol au niveau de la bordure en brosse de 1’intestin
en interagissant avec le transporteur NPC1L1. Le cholestérol intracellulaire diminue et

I’expression des LDLR augmente entrainant ainsi une diminution du cholestérol plasmatique.
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En monothérapie, I’éz¢étimibe entraine une diminution de 15 a 20% du LDL-c et jusqu’a 20-

25% en bithérapie avec les statines.

e Inhibiteurs de PCSK9

Des anticorps monoclonaux se fixent a la protéine PCSK9, empéchant ainsi sa liaison au

LDLR et sa dégradation. On observe alors une augmentation d’expression du LDLR a la
surface hépatocytaire avec in fine une diminution du cholestérol plasmatique. Actuellement, 2
anticorps monoclonaux sont sur le marché: alirocumab et evolocumab. Les statines
augmentent les concentrations de PCSK9 (via la voie SREBP) et potentialisent 1’action des
inhibiteurs de PCSK9 en augmentant 1’expression et le nombre de LDLR a la surface de la
cellule. lls entrainent une diminution du LDL-c de 60% seuls ou en association avec des
statines et une diminution de 15 % du RCV d’aprés les essais d’intervention randomisés

d’intervention cardiovasculaire FOURIER et ODYSSEY Outcomes (60,61).

Dans la majorité des cas, une monothérapie par statines permet d’atteindre le taux cible de
LDL-c. Chez les patients a haut-risque CV ou avec des taux élevés de LDL-c, les traitements
sont combinés afin de potentialiser leurs effets.

d. Traitement de I’hypercholestérolémie familiale homozygote

Il repose sur un traitement hypocholestérolémiant intensif. Les statines et inhibiteurs de
PCSK9 sont inefficaces en cas de variants nuls du LDLR et seuls certains médicaments
agissant sur la production de I’ApoB ont une efficacité modérée (inhibiteur de la MTP :
lomitapide ou anti-sens de I’ApoB : mipomersen). Les LDL-aphérése sont le traitement de
choix. Cette procédure, réalisée toutes les 1 a 2 semaines, permet de réduire considérablement
le taux de LDL-c de 55-70%. Un traitement précoce dés 1’enfance permet de diminuer
I’enrichissement de I’intima en LDL-c, d’améliorer la fonction endothéliale et d’atténuer le
développement de 1’athérosclérose. Pour les enfants de plus de 10 ans, le niveau cible de

LDL-c est < 3.5 mmol/L (< 136 mg/dL) et une diminution de 50% pour les plus jeunes.

Les hyperlipidémies, plus précisément les hypercholestérolémies, sont des affections
fréquentes et connues des cliniciens. En revanche, les hypolipidémies primitives entrainant un

taux bas de LDL-c le sont moins et passent souvent inapergues.
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D. Hypocholestéerolémies familiales

L’hypobétalipoprotéinémie (HBL) est définie par des concentrations plasmatiques de LDL-C
et d’ApoB inféricures au 5° percentile selon 1’age et le sexe. Des causes secondaires, comme
un traitement hypolipémiant, une insuffisance hépatique, une hyperthyroidie ou un régime
végétalien, peuvent étre responsable d’une HBL. Cette derniere inclut 3 pathologies
héréditaires : 1’hypobétalipoprotéinémie familiale, 1’abétalipoprotéinémie et la maladie de
rétention des CM.

1. Hypobétalipoprotéinémies de découverte fortuite

L’hypobétalipoprotéinémie familiale (HBLF) est une maladie autosomique dominante le plus
souvent avec une prévalence comprise entre 1/1000 a 1/3000 chez les porteurs d’un variant
hétérozygote (62). Les patients atteints de cette pathologie sont porteurs du syndrome de
longévité, en raison de la protection cardiovasculaire (taux bas de LDL-c). On retrouve 3
génes principaux : APOB (HBLF1 OMIM#615558) en majorité, PCSK9 et ANGPTL3
(HBLF2 OMIM#605019). Chez les sujets porteurs d’un variant hétérozygote (LDL-c compris
entre 0.5 a 1 mmol/L (19 a 39 mg/Dl) ou inférieur au 30° percentile selon 1’age et le sexe
(63)), peu de symptdmes sont retrouvés, avec rarement une stéatose hépatique et une
intolérance alimentaire aux graisses.

Un variant pathogeéne est retrouvé dans 50% des cas de HBLF (64).

a. HBLF1 : variants pathogenes sur APOB

On retrouve des variants perte de fonction responsables d’une troncation de 1’ApoB. La
symptomatologie dépend le plus souvent de la position par rapport & I’ApoB48. Les porteurs
de variants délétéres du gene APOB présentent un sur-risque de stéatose hépatique avec
évolution vers la fibrose hepatique et ses complications (cirrhose et carcinome hépato-
cellulaire) (65).

b. PCSK9

Des variants perte de fonction (66) et faux-sens perte de fonction (67) sont décrits dans ce

gene dans le cadre d’une HBLF.

c. HBLF2 : variants pathogénes sur ANGPTL3 (angiopoietin-like 3)
ANGPTL3 est une protéine de 460 acides aminés (NM_014495.3) codé par un géne situé sur
le bras court du chromosome 3 (1p31.3). ANGPTL3 régule les concentrations de CT et les TG
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par inhibition de la LPL et de la lipase endothéliale. Des variants faux-sens et non-sens dans
ANGPTL3 sont retrouvés chez des individus atteints de HBLF de type 2 (HBLF2), appelée
également hypolipidémie combinée familiale (OMIM #605019). 11 s’agit d’une pathologie a
transmission autosomique dominante et récessive (68) caractérisee par des taux bas de LDL-c,
HDL-c et TG. Des variants perte de fonction augmentent 1’activité de la LPL et diminuent le
HDL-c par augmentation de 2 lipases endothéliales qui sont physiologiquement catabolisés
par ANGPTLS3. Des anticorps anti-ANGPTL3 sont actuellement en cours de développement

(evinacumab).

d. Variant dans le géne LIMA1 (LIM domain and actin binding 1)

En 2018, I’équipe de Zhang et al., (69) décrit un variant de décalage du cadre de lecture dans
LIMALl au sein d’une famille avec des taux bas de LDL-c ségrégeant sur un mode
autosomique dominant. La protéine LIMAL se lie avec le transporteur NPC1L1 facilite

I’absorption intestinale du cholestérol.

e. Intérét du diagnostic moléculaire

Les hypobétalipoprotéinémies de découverte fortuite permettent d’évaluer un RCV en
fonction du variant identifié : les variants perte de fonction PCSK9 présenteraient une
diminution du RCV alors que les variants tronquants dans le gene APOB seraient également a

risque de stéatose hépatique.

2. Hypobétalipoprotéinémies associées a des diarrhées

Elles regroupent différentes pathologies avec une symptomatologie commune :
- Des vacuoles lipidiques sont retrouvées au niveau entérocytaire, entrainant une
malabsorption lipidique.
- Diarrhées avec retard de croissance.

- Malabsorption des vitamines liposolubles : neuropathies, ataxie, rétinite pigmentaire.

a. HBLF1 homozygote

Les tres rares formes homozygotes ou hétérozygotes composites de HBLF (variants APOB)
présentent une symptomatologie clinique marquée avec une stéatorrhée, une acanthocytose et

des anomalies neurologiques.
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b. Abétalipoprotéinemie

L’abétalipoprotéinémie (ABL, OMIM#200100) est une pathologie a transmission
autosomique récessive, découverte dans 1’enfance en raison d’un retard de croissance et d’une
malabsorption lipidique sévéere. A ce jour, on retrouve des variants pathogenes, tronquants le
plus souvent, dans le géne MTTP (Microsomal triglyceride transfer protein). Il s’agit d’un géne
localisé sur le bras long du chromosome 4 (4g23), codant pour une protéine de 894 acides
aminés (NM_000253.3). Cette protéine chaperonne MTP permet 1’assemblage des
lipoprotéines contenant 1’ApoB. Une dysfonction de cette protéine entraine un défaut de
sécrétion de ces lipoprotéines (VLDL, CM) et de transport des vitamines liposolubles (70).
Cette pathologie est trés rare : moins de 100 cas sont rapportés dans la littérature soit moins de
1/1000000.

Les HBLF homozygotes et I’ABL partage une symptomatologie clinique et biologique
similaires. La distinction est facilitée par 1’exploration biologique lipidique des parents : les
parents d’un individu ABL ont des valeurs de LDL-c dans la normale alors que les parents

HBLF homozygotes ont des valeurs de LDL-c abaissés (63).

c. Maladie de rétention des chylomicrons

La maladie de rétention des CM (MRCM, OMIM#246700), également appelée maladie
d’Anderson, est une pathologie autosomique récessive causée par des variants pathogenes
dans le gene SAR1B (Secretion associated Ras related GTPase 1B) (5931.1). Elle est
caractérisée par I’accumulation de gouttelettes lipidiques au sein des entérocytes et 1’absence
sélective de lipoprotéines contenant 1’ApoB. Au niveau biologique, on observe une absence
sélective des CM et une baisse du LDL-c. En effet, cette protéine, constituée de 198 acides
aminés (NM_001033503.2) permet le transport intracellulaire des CM (71). Cette pathologie

est tres peu retrouvée avec une prévalence de moins de 1/1 000 000.

d. Intérét du diagnostic génétique
La connaissance de ces pathologies est indispensable pour diagnostiquer ces patients. Le
criblage génétique offre un diagnostic de certitude, avec un dépistage familial et le suivi
clinique des individus porteurs du variant en cause. Par ailleurs, la découverte de nouveaux
genes associes a ces pathologies permet une meilleure compréhension de la physiopathologie

et donc des nouvelles voies thérapeutiques.
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Les différents geénes impliqués dans I’HBL sont résumés dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Génes associés a PHBL

Geénes Phénotype Type de variants retrouvés
APOB HBLF type 1 Perte de fonction
PCSK9 HBLF Perte de fonction et faux-sens perte de
fonction
ANGPTL3 HBLF type 2, hypolipidémie mixte Perte de fonction
familiale
SAR1B MA Faux-sens et non-sens
MTTP ABL Trongquant
LIMA1 HBLF Décalage du cadre de lecture

3. Score polygénique

D’aprés une étude Balder et al., 2018 sur une population féminine &gée de 25 a 40 ans avec
un LDL-c < 1° percentile (72), le score polygénique détaillé dans le paragraphe C.3.a peut
également étre calculé chez les patients HBL (Figure 26).

On observe que les patientes sans variant pathogéne identifié (50%, Figure 26A) ont un LDL-
¢ score significativement inférieur a celui des contréles (p = 2.2.107%), dont 50% des patientes
avec un LDL-c score inférieur au 10° percentile (Figure 26B). Par conséquent ce score
polygénique présente également un intérét dans le cadre des HBLF.

A B

W Women with monogenic HBL (n=19)

[ women with uncertain monogenic HBL (n=11) 2.0«
[ Women with polygenic HBL (n=60)
[] Women without genetic explanation (n=31) s

O wWemen without monogenic HBL (n-91)
@  vwomen with polygenic HBL (wiERS< 10th poercentile )(n=603

L Controls (n=498)

. WGRS

@

Figure 26 : Etiologie polygénique et monogénique de I’hypobétalipoprotéinémie familiale

D’aprés Balder et al., 2018.

A : prévalence des étiologies génétiques de la HBLF

B : distribution du LDL-c score en fonction du statut génétique (présence ou absence d’un variant pathogéne)

Density

i) T ) » .
LDLc (mgrdL)

o 0.549 .
(10th percentile)
weighted Genetic Risk Score
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4. Prise en charge thérapeutique

La prise en charge des HBL modérées et séveres comprend une réduction des apports
alimentaires en graisses et une supplémentation en vitamine E. La prise en charge des HBL

séveres et de la maladie de rétention des CM est réalisée dans des centres spécialisés.
E. Hyperlipidémies mixtes

1. Hyperlipoprotéinémie de type III

Cette pathologie, appelée aussi dysbétalipoprotéinémie (OMIM#617347), se transmet sur un
mode autosomique récessif le plus souvent. Elle est caractérisée par une accumulation de
VLDL et de CM (recherche d’une broad B sur le lipoprotéinogramme) en réponse a une
dysfonction ou une absence de I’ApoE. Le tableau clinico-biologique se caractérise par un
taux de CT et de TG autour de 7-10 mmol/L (271-388 mg/dL) associé a un taux faible de
LDL-c, des xanthomes palmaires striés (considérés comme un signe pathognomonique) et des
xanthomes tubéro-éruptifs. Cette maladie ne s’exprime pas chez le plus jeune age ou chez la
femme avant la ménopause. Chez environ 90% des individus atteints de cette pathologie, on
retrouve une homozygotie de I’ApoE pour I’isoforme E2 p.(Argl76Cys). L’ ApoE2 se lie
moins bien aux récepteurs hépatiques que les isoformes E3 et E4 et entraine par conséquent
une clairance hépatique moindre des CM et des IDL. On sait que 80% des individus porteurs
du génotype E2/E2 ne développent pas la pathologie (génotype E2/E2 chez 7-8% de la
population générale). En effet, cette derniére nécessite un second événement métabolique
comme 1’obésité ou le diabéte de type 2 et est donc bien souvent non-diagnostiquée (73).
Dans 10% des cas, cette pathologie est causée par des variants faux-sens pathogénes dans
I’exon 4 de I’APOE se transmettant sous un mode autosomique dominant (environ 30 variants
décrits) (74).

D’aprés Paquette et al.,2020 (73), un ratio nonHDL-c/ApoB supérieur a 3.69 mmol/g (1.43 en
unité conventionnelle) est fort évocateur de cette pathologie et permet de déterminer quels

patients doivent réaliser un test génétique et un lipidogramme.

2. Hyperlipidémie familiale combinée

Il s’agit d’un désordre métabolique retrouvé dans 1 a 3% de la population générale et
caractérisé par une hétérogéneité clinique et biologique. Elle est définie par une
hypercholestérolémie isolée ou associée a une hypertriglycéridémie chez 2 individus d’une

méme famille (75). Cette pathologie coexiste avec d’autres maladies metaboliques telles que
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I’obésité ou I’insulinorésistance. Elle se transmet sur un mode de transmission autosomique
dominant méme si une étiologie oligogénique est de plus en plus décrite. Il existe une
contribution de variants rares a large effet associes a des variants fréquents a petit effet en
présence de facteurs environnementaux (76). Certains genes (USF1, TXNIP) codant pour des

protéines impliquées dans le métabolisme des lipides sont associés a cette pathologie.

59



I11. Objectifs

L’objectif de ce travail est la mise en place du diagnostic moléculaire des
hypercholestérolémies et hypocholestérolémies familiales au sein du laboratoire de diagnostic

moléculaire du service de Génétique Médicale du CHU de Nantes.
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V. Meéthodes et matériels

A. Méthodes

1. Validation des méthodes

a. Définition

Le laboratoire de genétique moléculaire (LBM) du CHU de Nantes est accredité pour le
séquencage haut-débit (SHD) en portée B selon la norme NF EN ISO 15189 depuis septembre
2019 (N°8-3293).

D’aprés cette norme, « Le LBM qui souhaite adapter, a ses besoins, des méthodes reconnues
ou développer ses propres méthodes doit procéder a leur validation. La validation des
méthodes reconnues adaptées sera aussi étendue que les modifications apportées le
nécessiteront ». 1l s’agit de la confirmation par des preuves tangibles que les exigences pour
une utilisation spécifique ou une application prévue ont été satisfaites (ici la détection de
variants pathogénes dans le cadre des dyslipidémies familiales). Pour le SHD (77,78), il s’agit
d’une validation de méthode qualitative basée sur des données quantitatives (détection de la
présence d’une variation qualitative de séquence nucléotidique par rapport a une séquence de
référence). En effet, le pourcentage de lectures alignées, la couverture d’une région

génomique et la profondeur de lecture sont notamment mesurées.

b. Portée d’accréditation

Une portée d’accréditation représente 1’énoncé formel et précis des activités pour lesquelles le
laboratoire est accrédité. Il existe 2 types de portées :

- portée A flexible standard : utilisation de méthodes reconnues

- portée B flexible étendue : utilisation de méthodes adaptées ou développées en

interne.

Par conséquent, afin de mettre en place cette technique de SHD dans le cadre des
dyslipidémies familiales, une validation des méthodes selon une portée de type B (flexible
étendue) est effectuée. En effet, une portée B est choisie pour 2 raisons principales : le SHD
au laboratoire de génétique moléculaire est déja accrédité selon une portée B et cette derniere

permet de réaliser des changements (ex : modification de la conception d’un panel de genes).
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C. Mise en place d’une validation des méthodes

Afin de respecter les exigences de la norme dans le cadre d’une validation des méthodes,
différents points doivent étre traités :

- description du processus analytique : description des étapes entre la prise en charge du

prélévement jusqu’au compte-rendu final

- choix de la méthode utilisée (performances analytigques)

- analyse bibliographique : critéres attendus de performances, limites d’acceptabilité

- analyse des points critiques et maitrise des risques

- plan d’expérience : définition des criteres de performance

- résultats : analyse et exploitation des tests réalisés.

2. Criteres qualité

Les criteres qualité représentent des parametres nécessaires et préalables a la validation de
toute série de séquengage. Ils garantissent une confiance dans I’interprétation et I’exploitation

des données générées par le SHD.

a. Critéres de qualité du séquencage

Les séries de validation seront caractérisées a I’aide de différents parametres qualité (Tableau
8) pendant et a la fin du séquencage sur le séquenceur NextSeq 550 (lllumina®). Ces

différents critéres représentent des indicateurs de suivi du SHD.

Tableau 8 : Critéres qualité en sortie du séquenceur et leurs seuils attendus

Criteres S Seuils
o Définition
qualité d’acceptabilité
Densité de
clusters Estime la saturation de la cellule de sequengage 170-230
(K/mm2)
Cluster passing | Pourcentage de clusters franchissant le filtre de pureté 80
>
filter (%) détermine par IHlumina® (qualité des images)
Indice de qualité des bases. Probabilité¢ d’une
o ) >75 (2x150pb)
Q30 (%) définition des bases erronée. Q30 : une chance sur
>80 (2x75pb)

1000 d’avoir une base erronée
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b. Critéres qualité de I’alignement des lectures

La qualité des lectures généréees et leurs alignements le long du génome de référence sont
caractérises par différents criteres résumés dans le Tableau 9. Les seuils attendus sont définis
selon les valeurs observées au laboratoire de génétique moléculaire sur SHD en panel avec les

sondes de capture IDT™ (Integrated DNA Technologies).

Tableau 9: Criteres qualité de I'alignement des lectures

Criteres qualité A Seuils
_ Définition
alignement d’acceptabilité
Nombre de séquences
. NA
(millions)
] o Vérification de I’alignement sur le génome de
Séquences alignées % . >90
référence
Vérification de I’alignement des lectures selon
On-target % les régions géenomiques définies dans le fichier 60-70

bed (Browser Extensible Data). Spécificité

Différentes lectures correspondant a la méme
_ séquence nucléotidique : introduction de faux
Duplicats % - o 10-20
positifs et surestimation de la couverture et de

la fréquence allélique des variants

Transition/Transversion

Qualité des SNP issus du séquencage 0.5-2
Ts/Tv

Nombre de lectures couvrant les régions
Couverture moyenne X ) ] o o >30
génomiques définies dans le fichier bed

Fold80 base penalty Uniformité de la couverture 1-2

La couverture globale des régions capturées, y compris les régions répétées et les

homopolymeres, est analysée.
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3. Criteres de performance

Les criteres de performance a Vvérifier selon les recommandations de la norme NF EN ISO
15189 et des recommandations de I’ANPGM (groupe de travail NGS-Diag de 1’Association
Nationale des Praticiens de Geénétiqgue Moléculaire) dans le cadre d’une validation de
méthodes sont définis dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Définition des critéres de performance

Critéres de performance Définitions
Spécificité analytique Reflet de I’exactitude avec détection des faux-
Sensibilité diagnostique positifs (spécificité) et faux négatifs (sensibilité)

générés en phase analytique (wet-lab) ou

bioinformatique (dry-lab)

Répétabilité Analyse d’un méme échantillon dans les
conditions suivantes : méme opérateur, méme lot
de réactifs, méme instrument, méme étalonnage,

dans un délai le plus court possible.

Reproductibilité (fidelité intermédiaire) | Analyse d’un méme échantillon dans des
conditions différentes en faisant varier au moins
un des facteurs suivants : I’opérateur, le temps, les

lots de réactifs, 1’étalonnage.

Exactitude Etroitesse de ’accord entre une valeur mesurée et

la valeur vraie d’un mesurande

Limite de détection Seuil de positivité pour la détection des variants en

phase bioinformatique

Contamination inter-échantillon Etude de contamination entre les différents

échantillons (inter et intra-série)

Stabilité des réactifs Utilisation des réactifs selon les préconisations du

fournisseur

Comparaison des méthodes Comparabilité des résultats a 1’aide d’une autre

méthode (ici séquencage Sanger)
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4. Plan d’expérience

Le plan d’expérience figure en Annexe 3 et définit les critéres d’acceptabilité a valider selon
les différents critéres de performance. Ces seuils d’acceptabilité doivent étre validés avant le

passage en routine de la technique.

5. Gestion d’'une portée flexible

Dans le cadre d’une gestion de portée flexible, la maitrise des éléments suivants doit étre
précisée :

- Achats (cahier des charges ...)

- Processus pré-analytique (prélevement, tube, condition de transport)

- Processus analytique (méthodes)

- Formation/habilitation du personnel

- Contrdles internes et évaluation externe de la qualité

- Processus post-analytique : validation des résultats, gestion du compte-rendu

- Intégration dans le programme d’audit interne et dans la revue de direction

- Information aux clients et au COFRAC
L’ensemble de ces éléments est nécessaire lors de la mise en place d’une nouvelle méthode

afin de s’assurer de la maitrise du processus pré-analytique, analytique et post-analytique.

B. Matériels

1. Echantillons témoins

Les échantillons biologiques utilisés dans le cadre de la validation des méthodes sont des
ADN transmis par le laboratoire de génétique moléculaire du groupement hospitalier Est a
Bron (Dr Mathilde DI FILIPPO). Ces 29 ADN sont issus de patients pour lesquels un variant
pathogéne a ¢été identifié dans le cadre d’une recherche d’hypocholestérolémie ou
d’hypercholestérolémie familiale apres recueil du consentement éclairé du patient. Le détail
des variants d’intérét retrouvés au sein de ces ADN est résumé dans I’Annexe 4. On retrouve
des variants ponctuels mais aussi 11 ADN avec variants en nombre de copie (CNV).

Un ADN humain de réference (NA12981, Coriell) issu d’une lignée cellulaire, caractérisé et
standardisé, est également utilisé a 1’aide des fichiers de séquences et de variants
correspondants (79).
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2. Conception du panel de génes

Le panel a éte réalisé selon la version du génome de référence GRCh37/hg18 en collaboration
avec le Dr Antoine RIMBERT (équipe de recherche dirigée par le Pr Bertrand CARIOU
(Dyslipidemias and lipotoxicity, UMR INSERM 1087, IRS-UN, Nantes) et le Dr Mathilde DI
FILIPPO. Il est composé de 12 genes dits « diagnostic », rendus dans le cadre du diagnostic
moléculaire. Les régions exoniques (+/- 25pb) sont capturées et séquencées. Ces 12 genes
présentent un lien de causalité avec les hypercholestérolémies et hypocholestérolemies

familiales (Tableau 11).

Hypercholestérolémies Hypocholestérolémies
Geénes LDLR, APOB, PCSK9, APOE, ABCGS5, APOB, PCSK9, ANGPTL3, LIMAL,
ABCGS, LDLRAPL, LIPA MTTP, SAR1B

Tableau 11 : 12 genes de diagnostic moléculaire dans le cadre des hypercholestérolémies et

hypocholestérolémies familiales

Afin d’assurer 1’identitovigilance des ADN des patients, 12 SNP sont sélectionnés pour leur
informativité afin de déterminer leur génotype. Ces SNP sont séquencés selon la technique de
SNaPshot (miniséquengage ou extension d’amorce) (Applied Biosystems®). Elle permet de
détecter un changement nucléotidique (SNP ou mutation) a une position précise.

La validation des méthodes s’effectue uniquement sur cette partie diagnostique.

La conception comporte également une partie recherche avec les régions introniques (dont les
régions 5’UTR et 3°UTR) des 12 génes dits « diagnostic » cités précédemment, 126 génes dits
« recherche » et 432 SNP. Ces genes de recherche représentent des génes candidats potentiels
impliqués dans les hypocholestérolémies et hypercholestérolémies familiales et faisant partie
du panel du laboratoire de génétique moléculaire de Bron (Dr Mathilde DI FILIPPO) et, pour
certains, mis en evidence par les travaux de recherche du Dr Antoine RIMBERT (Annexe 5).
Les SNP choisis représentent les SNP utilisés pour le calcul du score polygenique (40,80,81)
mais aussi des SNP indépendants associés au taux de LDL-c identifiés par les dernieres
GWAS (études d’association) (82,83).

3. Séquencage haut-débit
Le SHD sur ADN permet différentes options : le séquencage ciblé de genes (panel), le

séquencage de 1’exome (séquences codantes) et le séquencage du génome entier. L’exome est

la technique de choix dans la mise en évidence de variants sur des génes non encore décrits
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comme responsables de pathologie alors que le génome permet de détecter les variants
présents sur les régions a la fois codantes et non-codantes. Le panel, quant a lui, permet de
cribler directement les génes impliqués dans une pathologie donnée. Ces différentes
technologies sont largement utilisées dans le diagnostic  moléculaire  des
hypercholestérolémies (84).

Suite & une étude intégrant le nombre et la taille des génes a tester (taille du panel : 1Mb), le
cout de ces différentes technologies, le nombre de patients attendus, le choix s’est porté sur un
panel de genes. Différents fournisseurs se partagent actuellement le marché. Suite a un appel
d’offres, la société Twist Bioscience® a été choisie. Grace a sa technologie d’impression sur
silicium, elle synthétise des sondes double-brin biotinylées avec une uniformité de capture

prometteuse.

a. Préparation des bibliotheques de fragments

La préparation des bibliothéques de fragments débute par une fragmentation enzymatique de
I’ADN en segments selon une taille définie par ’opérateur. Les extrémités de ces fragments
sont réparées via un processus de phosphorylation (end-repair) suivie d’ajout a I’extrémité 3’
de dAMP (A-tailing) afin d’éviter la concatémérisation et permettre la ligation d’adaptateurs
universels. Ces adaptateurs universels permettent le séquengage des fragments d’ADN et la
fixation d’UDI (unique dual indexes). Les UDI permettent 1’identification de I’ADN selon

une séquence de 10 pb, spécifique a chaque échantillon (Figure 27).
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Figure 27 : Préparation des bibliotheques de fragments selon la technologie Twist Bioscience®
A : fragmentation enzymatique
B et C : End-repair et A-tailing D : Ligation des adaptateurs universels E : Ligation des UDI
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b. Capture ou enrichissement de séquence

Les bibliotheques de fragments sont ensuite rassemblées par 8 échantillons. Les sondes
d’ADN double-brin biotinylées peuvent ensuite s’hybrider au niveau des régions d’intérét qui
seront capturées par les billes de streptavidine. Les sondes d’amplification sont ajoutées, en

vue du séquencage haut-débit.

c. Géneération des clusters et séquencage haut-debit

Aprés dénaturation, la bibliothéque de fragments est chargée sur la cellule de séquencage
Mid-ouput (surface de verre) du séquenceur NextSeg550 (lllumina®) en vue de son
amplification «en ponts » avec la génération de clusters. Le séquengage s’effectue sur des
millions de clusters simultanément, grace a une chimie de terminateurs réversibles marqués
par fluorescence.

A la suite du SHD, les données de séquencage générées (fichiers fastq) sont prises en charge
par un systéme d’analyse bioinformatique permettant a la fois 1’alignement des séquences et

I’annotation des variants mais aussi une mise en évidence simplifiée des variants retrouves.
4. Analyse bioinformatique

a. Processus d’analyse bioinformatique

Le logiciel d’analyse bioinformatique sélectionné lors de 1’appel d’offres est un logiciel fourni
par la société SeqOne®. Le processus d’analyse bioinformatique fonctionne selon
I’enchainement d’outils ci-dessous (Figure 28).

Apres un contrble qualité du fichier fastq (1), les séquences obtenues (lectures ou reads) sont
alignees selon le génome de référence GRCh37(hgl9) (2) via BWA (Burrows-Wheeler
Aligner) et Minimap2, avec identification des amorces de sequencage et des duplicats (3) pour
aboutir a la formation des fichiers BAM (Binary Sequence Alignment/Map). Les variants sont
appelés par GATK4 (Genome Analysis Toolkit) et FreeBayes (4). En paralléle, la détection
d’éléments mobiles s’effectue a I’aide d’ Alumei (5). On obtient un fichier VCF (Variant Call
Format), annoté par VEP (Variant Effect Predictor) (6).

L’interprétation de ce fichier, et par conséquent des variants retrouvés, est réalisée a I’aide
d’une interface visuelle et intuitive. L’environnement d’interprétation est représenté en Figure
29. 1l existe également un onglet spécifique a I’interprétation des CNV (variations en nombre
de copie). Il permet la visualisation des délétions et duplications selon un découpage par taille
de 300 pb (Figure 30).
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Figure 29 : Processus d'analyse bioinformatique de la plateforme SeqOne®

1 : contr6le qualité des fastq

2 -3 : alignement sur le génome de référence et mise en évidence des duplicats et des primers : génération des

fichiers BAM

4-5 : annotation des variants et des éléments mobiles : génération du fichier VCF
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Figure 28 : Interface d'interprétation — SeqOne®

A : Filtrage des variants

h.ﬁene[:nverageomso'.'n B Evaluations
Variants €D / €
Tr ip MNa Al ation Impact Effect
NM_020376.3 111565 pIETIM Moderane © missense variang
HM_002332.2 . 12038+2TG High @ splice donor varian
NM_D023F22 e 2798-2AsC B High @ spiice sccsptor varisnt
NM_D02332.2 cIB150A pFIZTIL Moderate & missense voriang
MNM_01TBON.2 c18TAG pTE3A Modernte missense variant
HM_D003627.3 CAZ1-28C High @ splice aectptor varant
HM_002332 2 c11323G>C p.DITTEH Moderate missense variant
HM_020376.3 c 182G pLSIR Moderate & missense variang
NM_181756.2 c15983.1984d..  pLE6ICTsTerdd High @& frameshift variant
HM_020376.3 &.758-BARG @ splice region vanant @ inron variant
NM_D023322  e3794ThsC @ spiice region variant @ intron variant
NM_DOSE50.4 cH81AC pPIITe @ synonymous variant
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B : Détail des variants (nomenclature nucléotidique, protéique, impact protéique, base de données, fréquence allélique)
C : Classe de pathogénicité du variant selon le score de I’ACMG (American College of Medical Genetics)
D : Priorisation du variant selon I’intelligence artificielle développée par SeqOne®
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Figure 30 : Représentation des variants en nombre de copies en fonction des régions exoniques et introniques :
Exemple du LDLR
Mise en évidence d’une duplication de I’exon 13 a I’intron 15 du LDLR

70



V. Résultats

Les séries de validation des méthodes ont été effectuées selon le plan d’expérience défini et

les résultats sont présentés ci-dessous a partir des critéres qualite et des critéres de

performance définis précédemment.

A. Série 1 et Série 1-bis de validation

Les séries 1 et 1-bis correspondent respectivement aux mémes échantillons témoins, a la
différence pres de la taille des fragments générés lors de la fragmentation (300 pb et 150 pb

pour la Série 1 et la Sériel-bis). Les résultats sont présentés dans le Tableau 12 ci-dessous.

Tableau 12 : Criteres qualité et critéres de performance des Séries 1 et 1-bis de validation

Série 1 (300pb) Série 1-bis (150pb)

METRIQUES QUALITE DU SEQUENCAGE

- Densité des clusters (K/mmg?) 260

- Cluster passing filter (%) 85

- Q30 (%) 84.1

METRIQUES QUALITE ALIGNEMENT

- Nombre de séquences (millions) 7.58+1.00

- Séquences alignées (%) 99.97+0.01

- On-target (%) 31.75+0.34

- Duplicats (%) 3.34+0.31

- Ts/Tv 1.30+0.06

- Couverture moyenne (X) 290.45+40.13
- 210X 99.88+0.12
- 230X 99.76+0.14
- =50X 99.59+0.18
- >100X 98.76+0.97

- Fold-80 base penalty 1.3

CRITERES DE PERFORMANCE

- Spécificité analytique et sensibilité diagnostique Validation
- Répétabilité Validation
- Exactitude Validation
- Contamination inter-échantillon Validation

232
90.1
93.4

7.4+1.01
74+0.00
29.84+0.37
3.56+0.3
1.35+0.06
143.9+19.87
99.84+0.11
99.51+0.16
98.81+0.59
88.09+10
1.3

Validation
Validation
Validation

Validation

En vert : métriques validant le seuil d’acceptabilité
En rouge : métriques ne validant pas le seuil d’acceptabilité
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En dehors de la densité de clusters et du pourcentage de on-target, les différents criteres et les

critéres de performances sont validés.
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V1. Discussion

A. Criteres qualité du séquencage

En sortie de séquenceur NextSeq550, I’analyse de ces criteres permet d’évaluer la qualité du
séquencage et des lectures générées.

e Densité de clusters

La densité de clusters est un facteur important pour optimiser la qualité et le rendement des
données. Lors des séries de validation, la densité de clusters est 1égérement supérieure a la
valeur attendue. L’ADN injecté est en surabondance. Entre la Série 1 et le Série 1-bis de
validation, I’ADN injecté est diminué¢ de 1.6 a 1.3 pmol/uL comme ’atteste la diminution de
densité de clusters entre ces 2 séries.

e Cluster passing filter

Le pourcentage de clusters passant le filtre de pureté lllumina® pour les 2 séries de validation
garantit une qualité des données et des images analysées.

e Q30
L’indice de qualité des bases (Q30) indique une confiance dans les bases lues par le
séquenceur lors des 2 séries de validation. D’aprés la Figure 31, une diminution du Q30 a
I’extrémité des lectures est observée. En effet, plus la taille des lectures demandées est

importante, plus le Q30 aura tendance a diminuer a cause des limitations de la chimie.

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figure 31 : Indice de qualité des bases (Q30) en fonction de la longueur des lectures
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Les paramétres qualité du séquencage sont conformes et permettent ainsi une exploitation des

résultats de la validation de méthodes.

B. Criteres de performances
Chaque critere de performance est validé en fonction des seuils définis dans le plan
d’expérience.

e Spécificité, sensibilité, répétabilité, reproductibilité intermédiaire, exactitude

La concordance est de 100% (pas de faux positif ou de faux négatif analytique détecté) pour
les variants ponctuels, les indels (insertions, duplications, délétions et délétions/insertions) et
les CNV, y compris au sein des régions difficiles (APOE), des régions répétées et des
homopolymeéres.

Nous avons appliqué les recommandations européennes pour I’harmonisation des tests
moléculaires a travers 1I’Europe (78) ainsi que celles pour I’Amérique du Nord (85), pour
sélectionner les variants d’intérét afin qu’ils représentent la diversité des variants
(ponctuels/structuraux) retrouvés dans le panel de genes pour le criblage moléculaire des
dyslipidémies familiales.

De méme, le nombre d’échantillons utilisés (n=30 dont un ADN issu d’une lignée cellulaire
caractérisée) avec un nombre conséquent de variants a vérifier offre une puissance suffisante
pour évaluer la spécificité et la sensibilité de la technique.

e Contamination inter-échantillons

Sur les 2 séries, aucune contamination (absence de données sur les fichiers fastq) n’a été mise
en évidence. Ainsi, on s’affranchit d’une erreur de pipetage mais également de réactifs
contaminés par un ADN.

e Comparaison des méthodes

Cette comparaison des méthodes s’effectue par séquengage Sanger et a permis de confirmer

les variants d’intéréts.
Par conséquent, la validation des méthodes est conforme. Les éléments listés dans le

paragraphe IV.A.5 Gestion d’une portée flexible devront étre mis en place avant le passage en
routine du SHD.
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C. Choix de la cellule de séquencage

1. Couverture globale

Selon les recommandations du COFRAC et de I’ANPGM, une couverture minimale de 30X
des régions d’intérét permet la détection des variations ponctuelles et des petites insertions
délétions. Par ailleurs, une couverture minimale de 50X permet la détection des variants en
nombre de copie (CNV). Ces critéres sont Vérifiés pour les deux séries et garantissent une
détection optimale des variants ponctuels et en nombre de copies.

La diminution de moitié de couverture entre la Série 1 et la Série 1-bis s’explique par la

différence de taille des fragments géneérés (150pb vs 75pb).

2. Choix de la fragmentation

La cellule de séquencage utilisée pour le séquencage 2x75pb a un codt moindre par rapport a
celle du séquencage en 2x150pb. De plus, le séquencage en 2x75pb nécessite une durée de
séquencage (16h environ) plus faible par rapport a celle du séquencage en 2x150pb.
Toutefois, 1’analyse fine et précise de la couverture a 30X des différentes régions d’intéréts
met en évidence certaines régions génomiques ou la couverture est proche du 30X. Dans ce
cas, la crainte est d’avoir a effectuer une grande quantité de séquencage Sanger de
confirmation des que la couverture chutera en deca des 30X et de ne pas détecter certains
CNV.

Le séquencage paired-end (double brin) 2x150pb est donc sélectionné afin de garantir une

couverture optimale au niveau des régions d’intérét.
D. Evaluation de la technologie Twist Bioscience®

1. Taux de duplicats et fold-80 base penalty

Le taux de duplicats et le fold-80 base penalty sont tres satisfaisants.

En effet, le taux de duplicats est faible (3-4%), en comparaison avec les taux de duplicats
observés par SHD au laboratoire (sondes Integrated DNA Technologies IDT™) autour de 15-
20%. De méme, I'uniformité de capture, atout majeur des sondes Twist Bioscience®, est
vérifiée avec un fold-80 base penalty autour de 1.3-1.4. L’ensemble des sondes capture
uniformément les régions d’intérét.

Differentes explications justifient ces faibles taux (86):
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- les sondes, sous leur forme double-brin, augmentent 1’efficacité d’hybridation a la
bibliothéque de fragments et limitent la formation de diméres

- apres leur synthese, les sondes subissent un contrdle qualité afin de vérifier 1’efficacité
de capture

- les UDI associés aux adaptateurs universels diminuent le nombre de cycles de PCR et

augmentent le rendement d’amplification.

2. Intéréts de la technologie Twist Bioscience®

Le protocole Twist Bioscience® présente des performances en accord les recommandations
des sociétés savantes sur les criteres de validation de SHD en panel. Le pourcentage de cluster
passing filter, de Q30 et de couverture a 30X est concordant avec les valeurs retrouvées dans
une ¢tude de 2014 sur une évaluation d’un panel de 73 génes associés aux dyslipidémies
familiales (LipidSeq, panel de 700kb) (87)).

Le protocole Twist Bioscience® est réalisé manuellement en 2 a 3 jours. En effet, il nécessite
moins d’étapes de lavages notamment, que le protocole utilisé pour nos autres panels a facon
(sondes Integrated DNA Technologies IDT™), Par ailleurs, le protocole de préparation des
bibliothéques de fragments est compatible avec une automatisation, permettant ainsi une
homogénéisation de cette préparation, une diminution du risque d’erreurs de pipetage, de

contamination et un gain de temps.
3. Limites du design

a. Couverture et hypervariabilité

e Couverture
Certaines régions génomiques sont difficiles a séquencer en raison d’un fort pourcentage en
GC, de séquences répétées ou la présence d’homopolymeéres (couverture <30X). C’est
notamment le cas dans la région 3’UTR du LDLR (Figure 32) ou la présence

d’homopolymeéres A et G associés a un taux élevé de CG est observée.
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LDLR - Low density lipoprotein receptor | GRCh37 (Chr 19) i Asavoir..

ale du transcrit NM_UDD5Z7.4
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Figure 32 : Région 3'UTR du LDLR avec une couverture inférieure a 30X
Ces régions doivent étre connues et répertoriées afin de ne pas méconnaitre les zones
difficiles a capturer et séquencées.
Par ailleurs, le LDLR, (Figure 33A) géne majeur du panel, dispose d’une hétérogénéité de

capture, en comparaison avec les autres génes du panel (ex : APOB Figure 33B).
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Figure 33 : Représentation de la couverture de 2 genes diagnostic du panel
A:LDLR
B : APOB
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On observe des chutes de couverture au niveau du LDLR en raison de la présence de
nombreuses régions difficiles a séquencer qui sont des points de cassure potentiels ou 1’on
retrouve d’ailleurs un grand nombre de CNV décrits. Par conséquent, il apparait indispensable

d’enrichir ce géne en sondes afin de limiter I’hétérogénéité de couverture.

b. Analyse du off-target

Le off-target (%) représente la proportion de lectures générées en dehors du design initial.
Pour les 2 séries de validation, il se situe autour de 30%. Cette valeur est faible en
comparaison des valeurs observées sur nos panels de routine (70%).
Suite a une analyse du off-target, différentes causes sont identifiées :

- La conception du panel réalisé par Twist Bioscience® comprend des sondes (n=194)
s’hybridant sur des régions répétées et homologues du génome (au niveau des introns
le plus souvent) et générant du off-target

- des régions génomiques aspécifiques sont capturées (ex : ZNF439, ZNF440) alors
qu’elles ne figurent pas sur le panel (Figure 34A) mais ont une forte homologie avec
des séquences du panel

- des régions génomiques aspécifiques non capturées sont visibles et créent un bruit de

fond, pouvant étre significatif avec une couverture autour de 50-100X (Figure 34B).
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Figure 34 : Etude du off-target
A : Régions génomiques aspécifiques capturées
B : Régions aspécifiques non capturées

A la vue de ces résultats, une nouvelle conception du panel est demandée a la société Twist
Bioscience® afin d’améliorer ces parameétres et d’optimiser la capture. Un enrichissement en
sondes du LDLR est demandé pour obtenir une capture uniforme de ce géne. De plus, les 194
sondes générant le off-target seront Otées ou decalées si la région génomique est
indispensable. Les 3 genes recherche (ZNF101, ZNF229, ZNF233) seront retirés du nouveau

T

ZNF433

panel afin de limiter la capture des régions homologues de ces génes.

Une revue du protocole sera rigoureusement effectuée avec identification des étapes et

parametres critiques afin de limiter la capture aspeécifique (hybridation des sondes et

température du thermocycleur).
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E. Evaluation de la solution bioinformatique SeqOne®

1. Intéréts

Cette solution bioinformatique permet la visualisation et I’interprétation des variants
facilement a I’aide de liens aux différentes bases de données internationales (gnomAD,
ClinVvar, Varsome). La prise en main est facilitée par un accompagnement réactif du support
informatique. Le processus d’analyse et ses mises a jour sont transmis a 1’utilisateur afin de
garantir une transparence pour I’interprétation des variants (avec un systéme d’alerte s’il y a
une reclassification d’un variant). Un dialogue permanant avec les bioinformaticiens de
SeqOne® permet de transmettre des suggestions afin d’améliorer I’ergonomie du logiciel et
son utilisation. Cette plateforme est également modulable car elle permet également d’intégrer
nos propres algorithmes bioinformatiques. Ainsi, I’analyse du témoin positif,
I’identitovigilance ou le calcul du score polygénique peuvent étre générés automatiquement.
Enfin, la génération d’un rapport de validation a la suite de chaque série de validation

représente une aide précieuse a la validation des méthodes.

2. Limites

Les points de cassures des CNV introniques ne sont pas signifiés en position génomique. En
effet, la détection des CNV étant réalisé par segments de 300pb, il est impossible de
déterminé exactement le point de cassure.

Néanmoins, la visualisation sur un logiciel type IGV (Integrative Genomics Viewer) peut
permettre d’identifier ces points de cassures a 1’aide du positionnement des fragments de

lectures.
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VII. Perspectives

A. Diagnostic moléculaire au laboratoire

La mise en place du diagnostic moléculaire des hypocholestérolémies et
hypercholestérolémies au laboratoire du CHU de Nantes est conforme selon une validation
des méthodes en portée B.

Néanmoins, suite a 1’analyse des résultats (off-target et couverture), un nouveau design est
demandé au fournisseur afin d’optimiser I’homogénéité de la capture. Ainsi, deux séries de
validation seront effectuées afin de qualifier et de valider ce nouveau panel.

Le passage des premiers patients (cas index) est prévu pour le courant du mois d’octobre, par
séries de 48 patients, avec un recrutement local (Nantes et hopitaux périphériques) et régional
dans un premier temps. Le délai entre le prélévement et les résultats de I’analyse moléculaire
devra étre inférieur & 6 mois.

Des réunions clinico-biologiques entre le laboratoire et les endocrinologues experts seront
mises en place tous les 2 mois afin d’échanger sur les variants retrouvés. Des réunions
nationales seront également organisées en lien avec les différents centres de diagnostic
moléculaire des dyslipidémies (Bron : Dr Mathilde DI FILIPPO, Paris : Pr Alain CARRIE)

afin d’homogénéiser nos pratiques d’interprétation des variants de séquence.

B. Axes de recherche

e 126 génes recherche

L’étude et ’analyse des variants au sein de ces geénes peuvent permettre 1’identification de
variants candidats impliqués dans les hypocholestérolémies et les hypercholestérolémies
familiales.

e SNP et score polygénique

Le criblage des SNP associés au taux de LDL-c permet notamment de calculer le LDL-c
score. Le développement d’un outil bioinformatique facilitera le calcul de ce score
polygénique dont I’utilisation en pratique clinique devra étre évaluée sur la cohorte nantaise
guand elle aura une taille statistiquement significative.

e Régions introniques des 12 génes de diagnostic

A ce jour, peu de variants introniques profonds sont décrits dans la littérature (88) car, la
plupart du temps, ils n’ont pas été recherchés. Le séquencage des régions introniques des 12

génes de diagnostic sera 1I’occasion d’étudier et de tester ces variants, méme s’il s’agit encore
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d’une entreprise difficile et délicate a la lumiére de nos connaissances actuelles et des outils a
notre disposition. De plus, ces régions introniques permettront également de borner les grands
réarrangements.

e Base de données de variants

A T’aide des fichiers VCF, tous les variants seront colligés, au sein d’une base de données
bioinformatique développée avec 1’aide du Dr Benjamin COGNE au sein du laboratoire.
Consultable et requétable a tout moment, elle permettra d’exploiter les variants retrouvés
parmi les génes du panel dans la cohorte des patients au sein des différentes séries et en regard
avec les données des bases de variants internationales.

e FEtudes fonctionnelles

Des études fonctionnelles peuvent étre réalisées au sein de 1’équipe de recherche dirigée par le
Pr Bertrand CARIOU (Dyslipidemias and lipotoxicity, UMR INSERM 1087, IRS-UN,
Nantes) afin d’étudier la pathogénicité de variants identifiés au sein de génes recherche (étude
du recyclage du LDL-c a partir d’un prélévement sanguin périphérique), notamment dans le
cadre du consortium mis en place autour du RHU CHOPIN (CHOLesterol Personalized

INnovation).
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VIII. Conclusion

Le diagnostic moléculaire des dyslipidémies familiales permet la mise en évidence de variants
pathogenes expliquant 1’absence de protéines ou la formation de protéines anormales
impliquées dans le métabolisme du cholestérol. Le plus souvent, un taux élevé de LDL-c est
retrouve, et représente un FDRCV majeur. Ce dernier doit étre maitrisé et abaissé afin de
diminuer le risque de morbidité et de mortalité CV du patient. Diagnostic de certitude, le
criblage moléculaire de ces pathologies héréditaires permet également de réaliser un dépistage
familial afin d’identifier et de prendre en charge précocement les individus a risque CV. A ce
jour, il est retrouvé un variant pathogéne dans les génes impliqués dans I’HF chez environ
50% des individus HFhe. La compréhension de la physiopathologie des HF et I’identification
de nouvelles voies moléculaires dans le métabolisme du LDL-c permettent également de
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin d’améliorer le pronostic et la qualité de
vie des patients atteints d’HF. Enfin, le diagnostic moléculaire des HBLF permet un suivi et
une prise en charge adaptée des patients selon leur risque de stéatose hépatique. Enfin, des
variants génétiques communs (calcul du score polygénique) semblent également étre
impliqués dans les HF et HBLF et nécessitent des investigations supplémentaires afin d’étre

utilisés dans le cadre du diagnostic moléculaire de ces pathologies.
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Annexe 1 : Organigramme d'une prise en charge thérapeutique hypocholestérolémiante (A) et objectifs
thérapeutiques du LDI-c (B)
D’aprés Mach et al., 2019
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Antécédents familiaux (maximum 2 points?)

Parents du 1% degré avec maladie coronarienne précoce” 1
Parents du 1% degré avec LDL-c = 95° percentile pour I'age, le sexe etle pays 1
Parents du 1% degré avec xanthomes tendineux et/ou arc cornéen précoce 2
Enfants < 18 ans avec LDL-c = 95° percentile pour I'dge, le sexe et le pays 2
Sous-total
Anamneése personnelle (maximum 2 points?)
Maladie coronarienne précoce 2
Maladie vasculaire périphérique ou cérébrale précoceb 1
Sous-total
Examen physique (maximum 6 points?)
Xanthomes tendineux 6
Arc cornéen précoce < 45 ans 4
Sous-total

LDL-c (maximum 8 points®) : NB : il faut indiquer le taux de LDL-c avant le traitement adéquat
> 8.5 mmol/L (> 3.25 g/L)

6.5-8.4 mmol/L (2.51-3.25 g/L)
5.0-6.4 mmol/L (1.91-2.50 g/L)
4.0-4.9 mmol/L (1.55-1.90 g/L)

- W U

Sous-total

Analyse de génétique moléculaire
Variant fonctionnel identifié sur les génes LDLR, APOB et PCSK9 8
Sous-total

| TOTAL (somme des 5 sous-totaux) |
* Pour calculer le nombre total de points par catégorie, seulement le score le plus haut sera applicable
® < 55 ans chez 'homme, < 60 ans chez la femme

Le total des points indique la probabilité d’'une hypercholestérolémie familiale HF :
0-2 : HF peu probable
3-5 : HF possible
6-8 : HF probable
>8 : HF certaine

Annexe 2 : score DLCN (Dutch Lipid Clinic Network)
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Plan d'expérimentation - Validation / Vérification de méthode Diffusion par :

sur site BIOLOGIE

Processus : *Métier biologie\Analytique

Type de méthode :

X Qualitative

[] Quantitative

Vérification (portée A) : []

Validation (portée B) : [X

Validation/vérification rétrospective : [ ] Validation/vérification initiale : X Validation/vérification partielle : [_]

Modification : [] Nature de la modification :
TITRE : N° :
Service : Unité : Génétique moléculaire
DESCRIPTION :
Nature du spécimen : ADN
Référence(s) réactif(s) : | Cf tableau des réactifs
Biologiste Pierre Boisseau
responsable : Interne : Adeline Goudal
Ingénieur : Mathilde Giraud
Techniciens :
PLANIFICATION :
Date de début : janvier 2020 Date de fin prévue : décembre 2020
A DESCRIPTION CRITERES D’ACCEPTABILITE RESSOURCES
faire : NECESSAIRES
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Spécificité
analytique :

Sensibilité
diagnostique

Vérification du
d’homopolyméres)
Concordance sur CQI genome in the bottle, 6
insertions/délétions/duplication, 13 SNV et 10
CNV.

Si nouveau design, penser a définir la stratégie.

design (+ présence

Ensemble des régions d’intérét
couvertes. Taux de couverture >30X
pour les 3 premiers runs

100% de concordance + retrouver le
variant d’intérét et regarder les
pourcentages de fréquence allélique

Temps technicien et
ingénieur.  Immobilisation
des équipements et colts
réactifs.

Répétabilité

Type d’échantillon : ADN

RUN 1 : 14 patients en triplicats

en triplicate : CQI genome in the bottle, 5 indels, 1
variant compliqué, 2 faux-sens, 3CNV, 2 non-sens

RUN 2 : 9 patients en triplicats
En triplicate : CQI genome in the bottle, 3 indels, 1
variant compliqué, 2 épissages, 2 faux-sens

Nombre de mesures : triplicats

Période - conditions : sur le Nextseq dans la méme
série

100% de concordance + retrouver le
variant regarder les pourcentages de
fréguence allélique entre les triplicats

Fidélité
intermédiaire
(reproductibilité)

Type d’échantillon : ADN

RUN 2 : 15 patients passés dans le RUN 1

CQI genome in the bottle, 1 variant compliqué, 5
indels, 2 épissage, 2 CNV, 2 non-sens, 1 faux-sens,
1 synonyme

Nombre de mesures : duplicat

Période - conditions : sur deux runs de validation
différents par 2 opérateurs différents

100% de concordance + retrouver le
variant et regarder les pourcentages de
fréquence allélique entre les duplicats
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Justesse

Exactitude

Témoin ADN 14H1013 : genome in the bottle

100% de concordance

Limite de
quantification

Limite de détection

Détection des indels ou des variants au sein des
homopolymeéres en fonction du seuil fourni par
SeqOne®

100% de concordance et regarder les
pourcentages de fréquence allélique.

Incertitude / facteur
de variabilité

Contamination
inter échantillon

Contamination Intra Run : Test a réaliser avec un
témoin négatif (blanc) suivant tout le parcours de
I’échantillon dans les 3 runs de validation

Contamination InterRun: 1 run de Phix lancé
entre 2 runs

Absence de contamination

Ne pas retrouver d’homozygote <90%
et d’hétérozygotes différents de 50%.
Nombre de variants rares partagés
entre les échantillons (<3)

Blanc : nombres de reads <30X, Tailles
moyennes des reads < 250

Contamination
inter réactif

Stabilité réactifs

Tableau des réactifs  utilisés avec les
recommandations fournisseurs
Ethanol absolu : test sur 1 patient en double et 2
pools différents avec de 1’éthanol « neuf» et de
I’éthanol ouvert depuis 6 mois

Suivi des recommandations fournisseur
Test éthanol : satisfaire aux
critéres fournisseur

Labship : intervalle entre 150-1000pb
avec taille moyenne des fragments
entre 375-425pb

Qubit : 70-100 ng/uL

Temps ingénieur et interne
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Robustesse

Interférence

Intervalle de
référence

I I I

Comparaison des
méthodes

X

Vérification sanger

Annexe 3 : Plan d'expérience et criteres d'acceptabilité
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échantillon géne exon nucléotide génomique protéique statut
NA12981
7293 APOE exon 4 €.526C>T 45412079C>T p.(Argl76Cys) hétérozygote
6786 LDLR dup exon 13 et 14 hétérozygote
7246 LDLR del exon 6 hétérozygote
2994 SARIB €.1-4482_58+1406del5946 homozygote
insCGCATGATGGCGGGT
hétérozygote
7949 APOB exon 29 €.12944_12959delAACAGCTGAAAGAGAT 21225335 21225350del p.(Lys4315fs*29)
8011 APOB exon 3 €.169delG 21265301del p.(Glu57Argfs*36) hétérozygote
LDLR dup exon 7 et 8 hétérozygote
8018 MTTP exon 13 c.1731C>T 100530096C>T p.(Ala577=) hétérozygote
PCSK9 exon 1 ¢.57_65dupGCTGCTGCT 55505567_55505575dup p.(Leu2l Leu23dup) hétérozygote
6966 ABCG8 exon 10 €.1412-9 1412-8insT hétérozygote
PCSK9 exon 4 €.63_65dupGCT 55505573_55505575dup p.(Leu22dup) hétérozygote
6706 LDLRAP1 exon9 €.850G>A 25893406G>A p.(Ala284Thr) hétérozygote
LDLRAP1 3'UTR €.*985_*986insTG 25894468_25894469insTG homozygote
MTTP exon 3 €.136C>G 100503136C>G p.(Arg46Gly) hétérozygote
0845 PCSK9 exon 5 €.658-7C>T 55518316C>T hétérozygote
6966 APOB exon 26 €.7025A>G 21232715T>C p.(His2342Arg) hétérozygote
7086 LDLR exon 4 €.429C>A 11216011C>A p.(Cys143*) hétérozygote
3415 SARIB  exon7 C.364G>T 133944178C>A p.(Glu122%) homozygote
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8075 LDLR dup exon 15 et 16 hétérozygote

LDLR dup exon 13,14,15 hétérozygote
6581 ABCG5  exon9 c.1251G>A 44051125C>T p.(GIn417=) hétérozygote

ABCG8 exon 5 c.576C>T 44079507C>T p.(11e192=) hétérozygote
7824 LDLR dup exon 13 et 14 hétérozygote
7308 LDLR exon 8 c.1171G>A 11222300G>A p.(Ala391Thr) hétérozygote

ABCG8 intron 12 €.1884+2T>C 44104829T>C p.(?) hétérozygote
7378 ABCG8 exon 13 €.1895T>C 44104925T>C p.(Val632Ala) homozygote
8482 APOB intron 24 €.3842+2T>C 21237318A>G p.(?) hétérozygote

PCSK9 exon 9 €.1405C>T 55524222C>T p.(Arg469Trp) hétérozygote
8498 APOB exon 26 €.10580G>A 21229160C>T p.(Arg3527GIn) hétérozygote

APOB exon 26 C.7696G>A 21232044C>T p.(Glu2566Lys) hétérozygote
7268 LDLR del promoteur etexon 1 a 6 hétérozygote
7302 LDLR del exon 8415 hétérozygote
8317 ANGPTL3 exon 6 €.998T>G 63069706 T>G p.(lle333Ser) hétérozygote
7794 LDLR delexon3a6 hétérozygote
7798 LDLR dup exon 13 et 14 hétérozygote
7100 LIPA exon 7 C.754A>T 90983509T>A p.(lle252Leu) hétérozygote

MTTP exon 14 c.1784G>A 100532314G>A p.(Arg595GIn) hétérozygote
7050 MTTP exon 14 c.1865G>A 100532395A>G p.(Arg622GIn) hétérozygote
8344 LDLR exon 13 €.1934dupA 11230856dup p.(Asn645Lysfs*24)  hétérozygote

Annexe 4 : Détails des variants d'intérét des 29 échantillons témoins
Dup : duplication
Del : délétion
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Al1CF CCDC93 HNF4A
ABCAG CCHCR1 HSD3B7
ABCAS8 CD36 HSP90B1
ABCB11 CELSR2 IGF2R
ABCB4 CETP INSIG2
ABCG1 CMTM6  1ZUMO1
ACACB COMMD1 KIF13B
ACAD11 COMMD9 LIPC
ACLY COPA LPA
ACOX1 COPB1 LPL
ANGPTL4 COPB2 LRP1
ANGPTL8 COPG1 LRPAP1
ANKDD1B CPNE1 MICA
ANKRD31 CYP27A1 MIR122
ANXA9 CYP7A1  MIR128-1
APOC1 DHCRY MIR148a
APOC4 DHX38 MIR30C1

APOH DNAH11 MIR30C2
AQR DYNCI1LI1 MIR33A
ARCN1 FRK MIR33B
ASGR1 FUT2 MYLIP
BCAM GCKR NAPA
BCL3 GPR146 NCAN

CAP1 GSTM1 NPC1L1
CBLC HAVCR1 NROB2
CCDC22 HLA-DRA NR1H4
CCDC9 HMGCR  NYNRIN

CCHCR1
Annexe 5 : 126 génes recherche

PCSK6
PCSK7
PLCG1
PNPLA2
PNPLA3
PNPLAS
POC5
PROX1
PSORS1C1
PSRC1
SARS
SCARB1
SF3A1
SF3B1
SF3B2
SF3B4
SF3B5
SIK3
SLC10A2
SLC22A1
SMLR1
SNX17
SNX27
SNX5
SORT1
STARD10
STX1A

TAP2
TIMD4
TM6SF2
TMEM97
TTC39B
uSP24
VLDLR
VPS26A
VPS26B
VPS29
VPS35
WASHC1
WASHC3
WASHC4
WASHC5
ZNF101
ZNF229
ZNF233
ZPR1
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