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gPCR : PCR quantitative

RE : Réticulum endoplasmique

RT-PCR : Reverse transcription polymerase chain reaction
SVF : Sérum de veau foetal

UTR : Untranslated regions

VLDL : Very low density lipoprotein

VSI : Variant de signification incertaine

WT : Wild type
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Introduction

L’hypobétalipoprotéinémie familiale (HBLF) est une pathologie génétique rare du
métabolisme des lipides. Elle se définit par des concentrations plasmatiques de
cholestérol total, de cholestérol LDL et d’apolipoprotéine B (apoB) inférieures au 5¢m¢
percentile de celles observées en population générale. Le plus souvent, la forme
primitive monogénique de transmission autosomique semi-dominante est liée a des
variations déléteres du gene APOB qui conduisent a la synthese de protéines de plus
petite taille appelées « troncatures » et/ou une diminution de la sécrétion de I'apoB
(1). En résultent des défauts dans l'assemblage et la sécrétion des lipoprotéines
provoquant la HBLF-SD2 (HBLF-secretion defect 2) avec des formes bi-alléliques
(incidence < 1/1 000 000) ou mono-alléliques (prévalence en population générale =
1/3000)(2) . Tous les variants identifiés sont classés selon leur pathogénicité en suivant
les recommandations de I’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
(3) . Linterprétation des variants de signification incertaine (VSI), non-sens ou
troncatures tardives, est cruciale pour confirmer le diagnostic et assurer une prise en

charge adaptée des patients.

L’objectif de cette étude est d’évaluer I'effet de deux troncatures tardives, apoB-89 et
apoB-95, mise en évidence chez des patients présentant une hypocholestérolémie, sur

la production et la sécrétion hépatique de I'apoB-100.

Afin d’étudier fonctionnellement ces variations, le génome des cellules hépatiques
humaines HuH7 a été modifié par la technique CRISPR-Cas9. Selon les conditions un a
trois clones ont été obtenus avec des variations a I'état hétérozygote et homozygote
proches de celles initialement ciblées. Apres incubation avec de I’acide oléique, le taux
d’expression d’ARN APOB a été quantifié RT-qPCR, et les concentrations d’apoB-100

intra et extracellulaires ont été mesurées par tests ELISA.
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1) Rappels bibliographiques
1.1) L'apolipoprotéine B

1.1.1) Généralités

L’apolipoprotéine B est une glycoprotéine amphiphile jouant un réle essentiel dans la
structure des lipoprotéines. Composée de régions lipophiles et hydrophiles, I'apoB agit
ainsi comme un détergent, stabilisant leur taille et leur structure (4). Cette protéine
d’environ 550 KDa fait partie des plus imposantes protéines du protéome humain
(5).Un seul et méme géne, le géne APOB code chez 'Homme deux protéines apoB.
L’apoB-100 correspond a la protéine « complete » composée de 4536 acides aminés,
sécrétée par le foie. Dans I'intestin une protéine fonctionnelle tronquée de 2152 acides
aminés est traduite : 'apoB-48. La synthese de cette forme tronquée physiologique fait
suite a une désamination de la cytidine 6666 en uridine, par un complexe protéique
contenant la protéine apoBEC1 (6). Cette désamination conduit a la traduction d’un
codon stop UAA au lieu du codon glutamine. Cette apoB comporte les 48% de
I'extrémité N-terminale de I'apoB-100 et est physiologiguement tolérée par

I’organisme. Elle entre dans la composition des chylomicrons.

~43 kb

exon 26 exon 29
Apo-B Gene §' 3
CAA TAA
l GIn-2153
Intestine
, 14.1 kb | , 14.1 kb )
Apo-BmRNA 5 - -3 5 ry rek
CAA UAA UAA UAA
GIn-2153 Termination . 7-8 kb
Codon 5 —_‘ 3
l 1 UAA
Apo-B Protein ——
leoTomms NHy COOH NH, E— COOH
Apo-B100: 4536 amino acids Apo-B48: 2152 amino acids

Figure 1- Schéma du mécanisme de synthése de I'apolipoprotéineB48 a partir du gene APOB(7)
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1.1.2) Le gene APOB

Le gene APOB humain se situe sur le bras court du chromosome 2 dans la région 2p23-
24. D’une longueur de 43 kilobases (kb), il est structuré en 29 exons et 28 introns,
codant pour un ARNm de 14 kb. L’exon 26 est le plus long avec 7572 paires de bases. ||
code pour plus de la moitié de la protéine compléte (8). 'ADNc de I'apoB est composé
de 14121 nucléotides, les régions 5 et 3’ non traduites (UTR) comportent

respectivement de 128 et 301 nucléotides.

1.1.3) Structure Secondaire de la protéine

1.1.3.1) Le modéle pentapartite

Les premiers modeles structuraux de I'apoB-100 ont été construits a partir de son
homologie structurale avec la lipovitelline. Ils couvraient les 1000 premiers résidus de
I'apoB. Segrest et al. ont alors conclu a un modele dit « pentapartite » ou I'apoB est
constituée de 5 domaines protéiques arrangés ainsi : NH2-Bal-f1-a2-B2-a3-COOH (4).
Le dernier modele théorique de I'apoB-100 proposé par Krisko et Etchebest divise

I’apoB en 8 domaines avec leur structure 3D (9).

Fin 2022, Jeiran et al. proposent un nouveau modele structural de |'apolipoprotéine
B100 basé sur les derniers algorithmes de modélisation et des bases de données.
L’apolipoprotéine B est alors divisée en 5 sous-unités et 11 domaines comportant 24%

d’hélices a, 41% de feuillets B et 35% de spirales (10).

e La sous-unité 1 composée de 990 acides aminés (E28->5S1017) est organisée en
3 domaines. Elle ressemble a un entonnoir pyramidal avec a son sommet un
tonneau B (feuillet B enroulé sous forme cylindrique et fermé par des liaisons
hydrogénes). Sur les cotés de la pyramide on retrouve deux feuillets B
antiparalleles, soutenus par deux couches incurvées d'hélices a.

o Le domaine 1 de la sous-unité 1 (28-320 aa) est constitué de 11 feuillets

B formant un entonnoir avec deux hélices a sur les cotés et au centre. Les
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30 derniers acides aminés du domaine 1 s’enroulent aléatoirement et le
relient au deuxieme domaine.

o Le second domaine (321-616 aa) est constitué de 17 hélices a
amphipathiques qui stabilisent la sous-unité.

o Ledomaine 3(617-1017 aa) constitue les 2 c6tés de la pyramide ainsi que

la base.

Cette extrémité N-terminale contient le site de liaison a la protéine microsomale de

transfert des triglycérides (MTP) (11) et aux récepteurs scavengers des macrophages

(12). L'interaction entre la MTP et le domaine de I'apoB crée une poche lipidique qui

facilite le recrutement des lipides au cours de I'assemblage des lipoprotéines (11).

La sous-unité 2 est composée de 1055 acides aminés (A1018-P2072). Les hélices
B du domaine 1 s’organisent en forme de boomerang avec 2 ailes. Shelness et
al. suggerent que cette région est impliquée dans l'initiation de I'assemblage des
triglycérides dans I'apoB naissante (13).

La sous-unité 3 comprend 478 aa (F2073-12550) et deux domaines homologues
aux apolipoprotéines échangeables (ApoA et E). Les domaines 1 (F2073-12273)

et 2 (D2293-12550) sont entierement constitués d'hélices et d'enroulements.

La sous-unité 4 est constituée de 1507 aa (S2551-N4057) repartis en 3
domaines. La structure commence par 350 résidus sous forme de bobine. Puis,
on retrouve des hélices B enroulées en forme de beignet. Les domaines 1 et 2
(respectivement 412 aa et 338 aa) sont paralleles et le domaine 3 (407 aa) leur
est perpendiculaire. Cette sous-unité 4 contient le domaine de liaison au

récepteur LDL.

22

(CC BY-NC-ND 4.0) VALEILLE



Domain 3 1 8()0

Figure 2- Représentation 3D de la sous-unité 4 de I'apoB-100(10)

e Enfin la sous-unité 5 est composée de 506 acides aminés organisés en 2

domaines perpendiculaires constitués d’hélices a amphipatiques.

L'architecture de I'apoB-100 est dynamique et flexible, ce qui lui permet de changer de
conformation lors de la conversion des VLDL en LDL. En effet, Jeiran et al. suggerent
que les sous-unités riches en hélices a (Il et V) sont étendues et en contact avec les
lipides de surface dans les VLDL. Au contraire, les sous-unités riches en brins B (Il et IV)
seraient étroitement ancrées au noyau lipidique pour maintenir la protéine liée aux
lipides. Elles seraient semblables a une corde ouverte sur les cotés opposés. Ainsi, lors
de la lipolyse des triglycérides, les sous-unités 2 et 4 rapprocherait les cing sous-unités.
Cette modification de la structure régulerait et réduirait la pression exercée sur

I'ensemble de la structure pour maintenir son intégrité (10)

A B

N
x/}’ -

A ‘:
K1100/ |
4

S Il Coil

S IV Coil

Figure 3- Architecture de I'apoB-100 sur les lipoprotéines. (A) Représentation en rubans de I'apoB-100 sur les VLDL (C)
Représentation en rubans de I'apoB-100 sur les LDL.(10)
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1.1.3.2) Un nouveau modele structural

En mars 2024, Berndsen et Cassidy ont présenté la premiére structure de I'apoB-100 a
I'aide de la cryo-microscopie électronique (cryo-EM) couplée au logiciel d'intelligence
artificielle AlphaFold2(5) . La structure de I'apoB-100 étant enfin révélée, ils ont pu

affiner le modele déja postulé depuis ces cing dernieres décennies.

lIs divisent la protéine en deux parties : un domaine N-terminal globulaire (NTD) d'une
taille d’environ 1000 résidus et un grand domaine C-terminal (CTD) consistant en un
feuillet B continu d’environ 58 nm de long et 4 nm de large, qu’ils nomment « la

ceinture B », entrecoupé de 9 insertions inter-brins d'une longueur allant de 30 a 700

. .
résidus.
A
ENTD (JB-belt & ¥
e = E
> & RGO S5 2 SOR® b"’\\ £ v“"’\
cTD

Figure 4- Représentation de la structure secondaire de I'apoB-100 (5)

Plus précisément, le NTD peut étre divisée en 3 sous-domaines :

e Le tonneau-B (résidus 28-319) : composé de 11 brins et de 3 hélices, I'une
bouchant le coeur du tonneau et l'autre entrant en contact avec la surface
lipidique, et il contient la plus petite zone liée aux lipides de tous les domaines.

e Le faisceau hélicoidal (résidus 320-634) : composé de 17 hélices courtes. Il est
assimilé a un enroulement super-hélicoidal droit avec une unité de répétition a
deux hélices.

e Laplague de base (résidus 635-1010) : deux feuillets B amphipathiques séparés

par une hélice amphipathique.

Ce domaine NTD présentent une homologie de séquence de 30 a 40% avec le

lipovitelline et la MTP.
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Quant au domaine CTD de I'apoB-100, il est divisé ainsi : une ceinture B (1774 résidus)
et 9 insertions inter-brins (1779 résidus). La ceinture B est le plus grand domaine de
I'apoB-100 et est trés conservée. Elle est composée de 120 brins d'une longueur
comprise entre 3 et 16 résidus et d'une largeur moyenne d'environ 4 nm. Cette
ceinture B peut se resserrer et se desserrer librement, en « glissant » le long du NTD
lorsque cela est nécessaire, pour s'adapter a différentes tailles de particules. Les
auteurs suggerent que la ceinture B est le principal domaine structurel de I'apoB-100

responsable du maintien de la forme et de la cohésion des LDL.

Parmi les différents inserts, le 9 forme un appendice extensible en forme de trefle et
constitue le principal domaine structurel de la face L. L'insert 4 forme un appendice
allongé en forme de faucille avec deux bras tres articulés et constitue le principal
domaine structurel de la face R. Enfin, les inserts 6 et 8 ont des structures similaires et

se situent dans la région de liaison du récepteur aux LDL.

Finalement, ce nouveau modele vient confirmer et affiner le modele pentapartite
précédemment établi. Le domaine NTD correspond a la sous-unité 1 de Jeiran et al. La
nomenclature des trois sous-domaines correspond a celle utilisée dans la littérature, a
I'exception du troisieme sous-domaine, que les auteurs ont appelé « plaque de base »,
car il aurait un role de soutien des deux autres sous-domaines a la surface de la
particule. Ensuite, Berndsen et Cassidy ont constaté que B1 et 32, que l'on croyait
former deux domaines indépendants, font en fait partie de la méme feuille B continue,
gu’ils nomment « la ceinture-p ». En outre, ils révelent aussi que les grandes insertions
inter-brins 4 et 9, correspondent respectivement aux domaines a2 et a3 du modele

pentapartite.

1.2) Synthese et sécrétion des lipoprotéines contenant I'apoB

La production des lipoprotéines contenant I'apoB a lieu dans le foie et dans l'intestin
et suit le modele suivant : une apolipoprotéine B pauvre en lipides est initialement

produite, puis les lipides sont ajoutés au noyau (14).
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1.2.1) Synthése et sécrétion de I'apoB

L’apolipoprotéine B est synthétisée par les ribosomes attachés a la surface du
réticulum endoplasmique rugueux (RER), voie de synthese classique des protéines
destinées a étre sécrétées ou membranaires. Le polypeptide en cours de formation
traverse le RE par un canal, lui évitant d’étre exposé dans le cytosol. C'est dans ce
compartiment que débute la formation des lipoprotéines de trés basse densité (VLDL)

dans le foie (15).

Elle comprend trois types de particules (15) :

- Pré-VLDL, lipoprotéine qui ne sera pas sécrétée
- VLDL2 : une lipoprotéine VLDL pauvre en triglycérides (TG)
- VLDL1:VLDLricheenTG

L'assemblage des lipoprotéines hépatiques riches en triglycérides dépend de
I'interaction avec la MTP. Cet hétérodimere est constitué d’une sous-unité M qui
transfere les lipides et d’une enzyme isomérase fonctionnelle appelée PDI, nécessaire
pour empécher l'agrégation et maintenir |'activité catalytique de la sous-unité M (16).
Au fur et a mesure de sa biosynthese, I'apoB-100 interagit avec la MTP et forme des
« poches lipidiques » que la MTP remplit de lipides. De cette maniere, 'apoB est lipidée
et se replie sur un noyau hydrophobe composé principalement de triglycérides (15). Ce
processus aboutit a une particule partiellement lipidée appelée pré-VLDL qui peut étre
soit retenue et dégradée, soit encore lipidée pour former les VLDL2. Ces particules sont
ensuite transportées vers le Golgi et peuvent alors étre sécrétées dans la circulation
sous forme de VLDL2 ou converties en la forme riche en TG, VLDL1, apres l'ajout de TG
supplémentaires. Les deux formes sont donc retrouvées dans la circulation sanguine

(17).
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Dans l'intestin, la formation des chylomicrons (CM) suit le méme principe. La synthéese
débute dans le réticulum endoplasmique ol I'apoB-48 nouvellement synthétisée
acquiert des triglycérides, esters de cholestérol et phospholipides par interaction avec
la MTP. Puis, ces chylomicrons primordiaux subissent une lipidation supplémentaire
pour former des préCM qui seront ensuite exportés vers le Golgi dans des vésicules de
transport de préCM. La liaison des vésicules contenant les préCM avec le Golgi est
dépendante de la protéine Sar1B. Dans le Golgi, les préCM acquierent de I'apoA-l et de
I'apoA-Il pour former des CM matures. Par la suite, les CM matures seront exportés
vers la surface basolatérale de I'entérocyte puis libérées dans la lymphe. Enfin, les

lipoprotéines atteindront la circulation sanguine (18).

1.2.2) Meétabolisme des lipoprotéines

Les chylomicrons libérés dans la circulation, riche en TG, vont distribuer leurs lipides
aux tissus adipeux et musculaires. A la surface de ces tissus, la lipoprotéine lipase (LPL)
reconnait 'apoC-Il des CM et hydrolyse les triglycérides en acides gras. La lipoprotéine
dépourvue de TG appelée « remnant de CM » est ensuite recaptée par le foie via I'apoE

et pourra étre sécrétée par le foie sous forme de particules VLDL (19).

Les VLDL sont responsables de la distribution des triglycérides qu’elles contiennent aux
cellules périphériques. Elles sont catabolisées, également par I'action de la LPL en
lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) qui peuvent, soit étre absorbées par les
hépatocytes, soit converties en LDL par la lipase  hépatique.
Les LDL, lipoprotéines enrichies en cholestérol peuvent ensuite, étre renvoyés vers le
foie pour y étre stockées en vue d'une utilisation ultérieure, étre décomposées pour en
exploiter I'énergie ou approvisionner les tissus extra-hépatiques en cholestérol,
indispensable au bon fonctionnement cellulaire. La reconnaissance est médiée par

I'interaction de I’'apoB-100 et du récepteur au LDL (LDLR) (19).
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Figure 5- Schéma simplifié du métabolisme des lipoprotéines (20)

1.2.3) Régulation de la production d’apoB

L’expression de I'apoB est constitutive par conséquent sa sécrétion est régulée par des

mécanismes post-traductionnels notamment par dégradation co-translationnelle ou

dans la lumiére du RE/Golgi. Le proportion d’apoB non dégradée est un déterminant

important de la sécrétion des VLDL.

La dégradation intracellulaire se produit a différents niveaux :

A proximité de la biosynthése de I'apoB : la molécule d’apoB est rétractée de la
lumiere du RE vers le cytosol, par le méme canal par lequel elle est entrée lors
de la biosynthese. Elle est ensuite ubiquitinée puis dégradée par le protéasome.
Cette dégradation co-translationnelle de I'apoB est influencée par la
disponibilité des lipides et I'activité de la MTP. Ainsi, la présence d’une quantité
suffisante de lipides semble étre un facteur essentiel au bon repliement de la

protéine et donc de la sécrétion ou non de la lipoprotéine (14).
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e Dans un compartiment séparé du RER par un mécanisme peu décrit, appelé
protéolyse présécrétoire post-ER (PERPP). Ce processus est stimulé par les
acides gras w3, augmentant la production de produits de peroxydation lipidique
intracellulaire et le stress oxydatif (14).

e Une protéine chaperonne localisée dans le RE, ER-60, a été associée a I'apoB
dans les cellules HepG2 et semble étre impliquée dans la dégradation de I'apoB
par une voie non protéasomale (21) . Cependant, on ne sait pas si ER-60 agit
directement sur I'apoB-100 en tant que protéase ou si elle est impliquée dans le
ciblage de I'apoB en vue de sa dégradation.

e Par recapture de la molécule via le récepteur LDL (LDLR). Celui-ci peut se lier a
I'apoB pré-sécrétoire dans le RE/Golgi et la cibler pour étre dégradée. Les VLDL
naissants peuvent également étre "recapturées” par le LDLR immédiatement
apres leur sécrétion, empéchant ainsi leur libération dans la circulation. Aprées
la recapture, les particules sont internalisées et acheminées vers les lysosomes

pour étre digérées par les protéases (14).

La quantité finalement sécrétée par la cellule n'est pas déterminée par la quantité
synthétisée mais par la répartition de I'apoB-100 nouvellement synthétisée entre la
dégradation intracellulaire et la progression dans la cellule jusqu'a la sécrétion finale

(14).

1.2.4) Recapture des lipoprotéines contenant I'apoB

Au niveau du foie et des tissus périphériques, I'absorption médiée par le LDLR est le
principal mécanisme du catabolisme des lipoprotéines contenant I’apoB. Le LDLR est
une protéine monomeérique constituée d’une région extracellulaire, transmembranaire
et d’une queue cytoplasmique contenant le signal d’internalisation. Le LDLR reconnait
spécifiguement I’'apoB-100 contenue dans la lipoprotéine, qui est ensuite endocytée.
Le LDLR est alors recyclé vers la membrane plasmique en fonction de son affinité avec

la protéine PCSK9 et la lipoprotéine est transférée dans un lysosome pour étre digérée.
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Les apolipoprotéines sont dégradées en acides aminés et I'ester de cholestérol est
converti en cholestérol libre. Ce cholestérol libre régule alors I'homéostasie du

cholestérol cellulaire en régulant I'expression du LDLR (14).

1.3) L’hypobetalipoprotéinémie familiale : HBLF-SD2

L’hypobetalipoprotéinémie familiale (HBLF) (OMIM 107730) est une maladie rare du
métabolisme des lipoprotéines. Elle se caractérise par de faibles concentrations
plasmatiques de cholestérol total, de cholestérol LDL et d'apoB inférieurs au 5¢m¢
percentile des taux observés dans la population générale (22). Bredefeld et al. ont
récemment proposé une nomenclature simplifiée des pathologies du métabolisme
lipidigue basée sur leur mécanismes moléculaires (1). Elles sont divisées en deux
classes, HBLF par défaut de sécrétion (secretion defect, SD) ou par augmentation du

catabolisme des lipoprotéines (enhanced catabolism, EC) (cf. figure 5)

Classe 2= HBLF-EC

Augmentation du

Classe 1 = HBLF-SD

Défaut de sécrétion des
lipoprotéines

catabolisme des
lipoprotéines

s N e N
HBLF-EC1
HBLF-SD1
Abétalipoprotéinémie — Perte de fonction dans le
géne ANGPTL3
\_ J \_ J
e N e N
HBLF-SD2 HBLF-EC2
1 Hvbobetalinobrotéinémie —| Perte de fonction dans le
P pop géne PCSK9,
\_ J \_ J
e N
HBLF-SD3

—| Maladie de rétention des
chylomicrons

. J

Figure 6- Classification des pathologies du métabolisme selon Bredefeld et al. (1)
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L’hypobétalipoprotéinémie monogénique, HBLF-SD2 appartient actuellement a la
classe 1 de cette classification. Les variations déléteres autosomiques semi-dominantes
du gene APOB empéchent la protéine apoB de former des lipoprotéines et provoquent
la HBLF-SD2 avec des formes bi-alléligues ou mono-alléliques. Le biologiste moléculaire

intervient pour confirmer le diagnostic grace au génotypage.
1.3.1) Tableau clinique

Les individus homozygotes présentent des concentrations sériques d’apoB et de LDL-c
extrémement faibles voire indétectables. Le phénotype est alors sévere dés la
naissance. En effet, la malabsorption intestinale des lipides entraine un retard de
croissance chez I'enfant ainsi qu’une carence en vitamines liposolubles A et E (23).
Cette carence est responsable de complications neurologiques et ophtalmiques
comme la dégénérescence rétinienne pigmentaire. Dans certains cas ce phénotype ne
se distingue pas de celui de I'abétalipoprotéinémie, causée par une perte de fonction
de l'activité MTP héritée de facon récessive. Le diagnostic différentiel se fait alors a
partir du bilan lipidique des parents : leur concentration de cholestérol est normale
dans le cas d’'une ABL alors qu’elle est diminuée pour une FHBL-SD2. De plus, le
génotypage moléculaire confirme le diagnostic. Chez les formes bi-alléliques, la prise
en charge du patient doit étre précoce pour limiter les symptomes digestifs, permettre
une croissance optimale et prévenir les complications liées aux carences en vitamines

liposolubles et autres nutriments.

Les hétérozygotes sont généralement cliniquement asymptomatiques. Leur
prévalence dans la population générale est estimée entre 1/1 000 et 1/3 000 (2). lls
n‘ont pas de troubles liés aux carences vitaminiques liposolubles, notamment en
vitamine E, méme si certains ont de tres faibles concentrations d’apoB. Une légere
acanthocytose et une stéatose hépatique peuvent étre observées. La prise en charge
des patients HBLF-SD2 mono-allélique repose essentiellement sur la surveillance

hépatique et la diminution des facteurs de risque de stéatose/cirrhose hépatique.
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Une surveillance des concentrations des vitamines liposolubles peut également étre

réalisée lors d’'une grossesse.

Par ailleurs, la plupart des individus atteints de HBLF-SD2 présentent un risque plus
faible d'athérosclérose et de maladie coronarienne. Dans une cohorte de 57973
participants atteints ou non de coronaropathie, étre porteur d’'une mutation perte de
fonction du gene APOB réduit de 72 % le risque de coronaropathie (OR =0,28 ; ICa 95
%, 0,12-0,64 ; P=0,002)(24). Par contre du fait de la sécrétion défectueuse des
lipoprotéines contenant de l'apolipoprotéine B, ces individus aurait un risque de
développer une maladie hépatique stéatosique associée a un dysfonctionnement

métabolique (MASLD) six fois plus élevée (25).

1.3.2) HBLF-SD2 et MASLD

La MASLD est un groupe de maladies hépatiques allant de la stéatohépatite non
alcoolique (MASH) a la fibrose et la cirrhose (26). De nombreuses données confirment
I'existence d'associations entre plusieurs variations génétiques et différents traits de la
MASLD. Plus précisément, les variations rares bi-alléliques du gene APOB entrainant
une HBLF-SD2 peuvent également provoquer une stéatose hépatique (27). En outre,
selon une étude d'association des variations génétiques et la présence de graisse
hépatique par un modeéle de machine learning a partir d’'une biobanque anglaise, les
variations du gene APOB conferent un risque six fois plus élevé de stéatose hépatique

(25).

A I'heure actuelle peu de données prospectives sont disponibles a propos des
complications hépatiques dans la HBLF-SD2. Smati et al. ont déterminé la prévalence
par FibroScan de la stéatose (score parametre d’atténuation contrélée CAP >275 dB/m)
et de la fibrose hépatique (rigidité hépatique de 8 kPa et 12 kPa) dans I'HBL primitive
chez 104 patients (28). Dans cette étude une stéatose hépatique a été détectée par
FibroScan chez 31,7 % des participants (intervalle de confiance [IC] a 95 %, 23 %-42 %)
et chez 32,1% (IC a 95 %, 22 %-43 %) par échographie hépatique.
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De plus, la prévalence de stéatose hépatique augmentait avec I'age, atteignant 68% (IC
95%, 43%-87%) apres 50 ans, et elle était détectée a un age plus précoce chez les
individus atteints de FHBL-SD2. Par ailleurs, les patients HBLF-SD2 avec une stéatose
hépatique étaient plus souvent des hommes (63.6 % vs 36.6 % ; p= 0.011), plus agés
(45.9 ans +/- 18.4 vs 30,5 ans +/- 12.9; p < 0.001), avec un indice de masse corporelle
(IMC) plus élevé (28. 1 +/- 5.5 vs 21.8 +/-3.7 kg/m2 ; p < 0.001) et une fréquence plus
élevée de diabéte de type 2 (27.3% vs aucun en l'absence de stéatose ; p < 0.001) et
d'hypertension artérielle (39.4% vs 2.9% ; P <0.001). Puis en prenant en compte les
facteurs de confusion communs, seuls I'augmentation de I'lMC (odd ratio [OR], 3.68 ;
IC 95 % 1.90-8.06 ; p= 0.0003) et la présence d’une variation délétére dans le géne
APOB (OR, 5,56 ;1C95 % 1.64-21.5 ; p=0.0078) ont été associés a la stéatose hépatique.
Finalement, cette étude montre que les individusnHBLF-SD2 ont 5.6 fois plus de risque
de développer une MASLD. Cette pathologie représente donc un facteur de risque
majeur de complications hépatiques d’autant plus le risque augmente

significativement avec I'age (28).

Par ailleurs, la sévérité de la stéatose hépatique dépendrait de la capacité de I'apoB
tronquée a étre lipidée. Les troncatures plus courtes semblent étre associées a une

stéatose plus grave (29).

1.3.3) Physiopathologie de la HBLF-SD2

Les faibles concentrations sériques de lipoprotéines contenant une apoB tronquée

peuvent s’expliquer par plusieurs mécanismes :

e Laforme tronquée est moins sécrétée ou est plus rapidement éliminée

¢ Un effet dominant négatif
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1.3.3.1) Diminution de la sécrétion de la forme tronquée

En 1992, Klaus et al. ont étudié pour la premiere fois le métabolisme in vivo de I'apoB-
89 chez deux sujets hétérozygotes pour une forme d’apoB tronquée a 89%, apoB-
89/apoB-100 par administration d’un traceur *3C-Leucine. Chez ces deux individus, la
concentration totale d'apoB est inférieure de 30 % a la normale et |I'apoB-89 est
présente en plus faibles concentrations dans le plasma que I'apoB-100. Les données
indiquent que I'apoB-89 et I'apoB-100 sont produites a des taux similaires, mais que
les lipoprotéines contenant |'apoB-89 sont éliminées plus rapidement que celles
contenant de I'apoB-100 (30). lls expliquent ceci par des changements de conformation
dans la région de reconnaissance de I|'apoB-89 aux récepteurs LDL. Ceux-ci
augmenteraient |'affinité de liaison aux récepteurs. Ainsi, I'augmentation de la
clairance des lipoprotéines contenant de I'apoB tronquée pourrait expliquer leur

concentration intracellulaire plus élevée et extracellulaire plus faible (30).

En 1996, ils ont étudié ensuite la sécrétion in vivo des apoB-31, -54,8, -75 et 89 par
rapport a I'apoB-100 en utilisant la méme méthodologie. Les taux de sécrétion de
I'apoB-89, de I'apoB-75, de I'apoB-54.8 et de I'apoB-31 étaient respectivement de 92
%, 64 %, 37 % et 12 % par rapport a I'apoB-100. De plus, les lipoprotéines contenant
de I'apoB-89, de |'apoB-75 et de I'apoB-54.8 présentaient une clairance accrue par
rapport a celles contenant de I'apoB-31. Ils ont montré qu’il existe une corrélation
entre la taille d’une troncature et son taux de sécrétion (r? =0,86 ; p <0,0001) : plus la
forme tronquée est courte, plus sa sécrétion est faible. De plus, la sécrétion d'apoB

était réduite d'environ 1,4 % pour chaque 1 % d'apoB tronquée (31).
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1.3.3.2) Clairance des lipoprotéines contenant de I'apoB tronquée

Comme évoqué précédemment, les LDL apoB-75 et apoB-89 sont épurées plus
rapidement par le foie que les LDL apoB-100, ce qui ne semblerait pas étre le cas pour
celles contenant I’'apoB-31 (31). Zhu et al. se sont alors intéressés au métabolisme des
lipoprotéines contenant les troncatures courtes apoB-31, -38,9 et 43,7. Les particules
ont été isolées, marquées par tyramine radiomarquée a l'iode 125 ou 131 puis
injectées a des lapins. Dans cette étude, le mécanisme d’élimination reste encore non
élucidé. Les lipoprotéines contenant les apoB tronquées sont éliminés plus rapidement
que celles contenant apoB-100. Cependant, les lipoprotéines contenants I'apoB100
sont prises en charges par le foie alors que celles contenants I'apoB-38.9 et I'apoB-43.7
sont principalement éliminées par le rein. Quant aux particules contenants I'apoB-31,
elles sont équitablement éliminées par le rein et le foie. La longueur de la troncature

influencerait donc son lieu de catabolisme (32).

1.3.3.3) Un effet dominant négatif

Chez les individus FHBL-SD2 hétérozygotes, ayant un alleéle normal de I'apoB-100, les
concentrations sériques d'apoB-100 et de LDL-C devraient étre d’environ la moitié des
concentrations normales. Cependant, généralement, les concentrations sériques
typiques d'apoB-100 (et de LDL-C) ne représentent que 25 a 30 % de la normale. Cela
suggere que le métabolisme de I'apoB-100 peut étre affecté par la présence d’une

mutation sur I'autre allele codant I'apoB.

En 1995, Aguilar-Salina, Klaus et al. ont étudié le métabolisme in vivo de 'apoB100 chez
8 sujets HBLF-SD2 hétérozygotes ( apoB-31; 52 ; -54,8 ;-75 et apoB-89). lls ont montré
que les hétérozygotes HBLF-SD2 avaient des taux de production de VLDL-apoB-100
inférieurs aux sujets contrbles apoB-100/apoB-100. Le taux de production était

d’environ 30% de ceux des sujets témoins (33).
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lls expliquent la diminution de la sécrétion des VLDL apoB-100 chez les hétérozygotes
par des altérations au niveau d’un ou plusieurs sites de régulation. Des changements
pourraient avoir lieu au niveau de la transcription de I'ARNm de I'apoB-100, de la
traduction de I'ARNm ou bien de la translocation dans le RER. Les modifications
peuvent toucher aussi la dégradation dans le réticulum endoplasmique, I'assemblage
des lipides avec I'apoB-100, le transfert des vésicules dans le Golgi et des vésicules
sécrétoires jusqu'a la sécrétion (33). Ils formulent également I’hypothése que les taux
de recapture dans l'espace de Disse des particules VLDL naissantes contenant de
I'apoB-100 soient affectés par la présence de formes tronquées d'apoB (33).
L’apoB-100 synthétisée a partir de I'allele normal est donc moins synthétisée et/ou
également plus dégradée par le protéasome et/ou plus rapidement épurée de la

circulation sanguine.

En résumé, les mécanismes responsables d’une HBLF-SD2 sont les suivants : une faible
sécrétion hépatique des VLDL apoB-100, une faible sécrétion de VLDL contenant une
apoB tronquée ainsi que leur clairance accrue. lls conduisent a l'augmentation

intracellulaire des triglycérides dans le foie.

1.3.4) Génétique

La FHBL-SD2 est causée par des variations rares et déléteres du genes APOB. A I'heure
actuelle plus de 200 variants sont classés pathogene ou probablement pathogéne (34).
Les variants non-sens, de décalage du cadre de lecture et d'épissage du gene APOB,

conduisent a la formation de formes d'apoB prématurément tronquées.

Dans la littérature on retrouve des troncatures allant de 2% a 89% chez des patients
atteints d’HBLF-SD2. Actuellement la plus petite troncature circulant dans le plasma et
associée aux lipides est I'apoB-27,6. Elle a été identifiée dans une famille atteinte
d'HBLF chez un homozygote et trois hétérozygotes. Le séquencage a révélé une
transition T>C a + 2 de l'intron 24, perturbant le site donneur d'épissage 5' et

interrompant la traduction de la sérine.
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Cette mutation entraine la production d'un ou de plusieurs nouveaux carboxy-peptides
hydrophobes, ce qui pourrait expliquer la capacité de cette petite espece d'apoB
tronquée a s'associer a suffisamment de lipides pour éviter la dégradation (35). Par
ailleurs, la plus grande apoB tronquée responsable d’hypobetalipoprotéinémie
identifiée est 'apoB-89. La délétion d’une Guanine dans I’exon 29 génére une mutation
frameshift codant pour les acides aminés suivants : Arg, Gln, Leu, Leu, Ala, Cys puis un

codon stop(36).

En général, les troncatures plus longues (par exemple, apoB-89 et apoB-75) sont
distribuées parmi les particules de densité VLDL, IDL et LDL. Les troncatures courtes
(par exemple, apoB-31 et apoB-38.9) sont retrouvées dans les HDL (32). En effet, plus
I’apoB est tronquée moins elle conserve de domaines impliqués dans la liaison des

lipides : la lipoprotéine formée est pauvre en lipides donc plus dense (4).

Lorsque le variant identifié chez un patient FHBL-SD2 est un VUS, comme c’est le cas,
selon les recommandations ACMG lorsque la délétion supprime 10% ou moins de la
partie C-terminale de la protéine (protéine tronquée de taille 290%), des explorations

fonctionnelles sont nécessaires.

1.4) Etude fonctionnelle in vitro des variants apoB

1.4.1) Méthode classique : Transfection cellulaire

La transfection cellulaire est une méthode d’étude des fonctions d’un gene. Le principe
est le suivant : On choisit un modele cellulaire ne produisant pas naturellement la
protéine d’intérét et on lui transfecte soit un plasmide contenant le gene a I'état
sauvage (Wild-Type), soit un plasmide contenant le gene d’intérét muté. Une fois la
transfection réalisée on compare les phénotypes des différents clones cellulaires

obtenus.
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L’effet de variations faux-sens APOB a été étudié in vitro sur des cellules murines (McA-
RH7777) (37,38) ou de singes COS-7(39). Cependant ce modele de transfection
présente des limites. Tout d’abord, la taille du gene APOB étant trop importante, le
plasmide ne contient pas la séquence physiologique du gene d’intérét mais seulement
la partie codante, voire dans les cas de I'apoB, seulement la partie N-terminale (17 ou
48%) : il ne permet donc pas d’étudier les troncatures tardives. De plus, ce modeéle ne
permet pas de modéliser la zygotie des variations. Or, il est intéressant d’étudier la
sécrétion d’apoB de clones hétérozygotes et homozygotes afin de comprendre

d’avantage I'effet dominant négatif.

C’est pourquoi la technique d’édition du génome CRISPR-Cas9 a été choisie pour cette
étude : elle permet d’obtenir un modele cellulaire plus proche des conditions physio-

pathologiques humaines.

1.4.2) Méthode d’édition du génome : CRISPR-Cas9

1.4.2.1) Découverte du systéme CRISPR-Cas

Le systeme CRISPR-Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) a
été décrit pour la premiere fois par Ishino et al. lors de I'étude du génome d’E.coli en
1987 (40). Il est constitué d'un locus CRISPR composé de courtes séquences
nucléotiques répétées intercalées de courtes séquences nucléotidiques variables et de

génes codant pour des protéines nommées Cas (CRISPR-associated).

La fonction biologique initiale du systeme CRISPR est la protection des procaryotes
contre des infections par des bactériophages. Pour se protéger la bactérie produit de
petits ARN CRISPR : les ARNcr. Ces ARN non codants associés aux protéines Cas agissent
comme un complexe de surveillance. Ainsi lors d’une nouvelle infection ou d’une
invasion par un acide nucléique étranger, les ARNcr reconnaissent les séquences
étrangeres et viennent s’y fixer complémentairement. Les protéines Cas peuvent
ensuite couper le matériel génétique envahisseur, protégeant ainsi la cellule (41).
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Le processus est adaptatif, les protéines Cas agissent ensemble afin d’acquérir de

nouveau espaceurs dans le locus CRISPR a partir d’ADN étranger (42). Les scientifiques

se sont alors intéressés a ce systeme comme outil potentiel pour I’édition du génome.

1.4.2.2) CRISPR-Cas9

Le systeme CRISPR-Cas9 se compose de 2 éléments (43) :

e ARN guide : Fusion de I’ARNcr et de I’ARNtracr (active la Cas9 et la guide vers sa

cible)

e L|’endonucléase Cas9, coupant ’ADN double brin ciblé par ’ARNg
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Bacterial
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- —_—~ . CRISPR
¢ I I B O e
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pre-crRNA
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Expression Plasmid
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Figure 7- Systeme CRISPR-Cas bactérien VS systéeme CRISPR-Cas9 développé

Pharmamirror.How CRISPR-Cas9 Gene Editing Is Revolutionizing Medical Research[en ligne].2019.cité le
18/12/2024.Disponible : https://www.pharmamirror.com/pharmaceutical-articles/how-crispr-cas9-gene-editing-is-
revolutionizing-medical-research/
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A la suite de la coupure d’ADN, la cellule procéde a la réparation de son génome. Deux
systemes de réparation sont alors possibles. Le plus fréquemment, la cellule utilise le
systeme de jonction d'extrémités non homologues (NHEJ). Ce mécanisme est non-
conservatif c'est-a-dire qu'il ne restaure pas la séquence initiale de I'ADN, il assure
seulement la continuité de I'ADN endommagé par la cassure double brin. Cette
réparation conduit a l'apparition d'une mutation du gene ciblé et souvent a son
inactivation (knockout, KO). Le second mécanisme appelé recombinaison homologue
(HDR) est celui qui nous intéresse pour notre étude. En introduisant un fragment d’ADN
que l'on appelle « ADN donneur », contenant notre mutation d’intérét, nous

permettons une édition du génome précise.

CRISPR/Cas9 Gene Editing
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,— I ; IO —\
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Disrupts gene of interest Corrects gene of interest

— |
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Disrupted DNA Disrupted DNA

Created in BioRender.com bio

Figure 8- Edition génomique par le systéme CRISPR-Cas9, disponible sur BioRender
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En résumé, un plasmide contenant la séquence codant pour un ARN guide de 20
nucléotides complémentaires de la séquence d’ADN cible, ainsi que la séquence de la
Cas9 ou la Cas9 sous forme protéique, sont transfectés dans les cellules sélectionnées.
Dans notre cas, le plasmide a été transfecté dans des cellules HuH7, lignée cellulaire
permanente établie a partir de tissu d’hépatome, qui synthétisent et secretent
naturellement des VLDL. L’ARN guide se fixe sur la séquence homologue de I’ADN cible.
Ensuite, la Cas9 reconnait la séquence ARNtracr, qui est juxtaposée a I’ARN guide. La
Cas9 va alors cibler une séquence de 3 nucléotides de NGG appelée PAM (Proto-spacer
Adjacent motif) et couper les deux brins de 'ADN complémentaire a ’ARN. Cette
cassure double brin sera réparée soit par NHEJ, pouvant étre a |'origine d’insertion ou
de délétion, soit par HDR qui permettra une modification précise du génome et

I’obtention de notre mutation d’intérét (44).

Finalement, les études fonctionnelles sont nécessaires car elles permettent d’étudier
divers phénomenes biologiques dans des cellules spécifiques. Parmi ces différentes
méthodes le systeme CRISPR-Cas9 est une technique de choix pour modifier le génome
de cellules synthétisant la protéine apoB-100 étudiée, le but étant de se rapprocher au
maximum des conditions physio-pathologiques humaines. En comparant ensuite
I’expression, la production puis la sécrétion de protéines « anormales » versus

« normales » il est possible d’évaluer I'impact des variations associées.
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2. Objectif de L'étude

L’objectif de ce travail est d’étudier I'effet d’un variant de signification incertaine (VSI),
identifié chez un patient présentant une hypocholestérolémie, sur la production et la
sécrétion hépatique de I'apolipoprotéine B-100 afin de déterminer s’il est responsable

de ce phénotype.

Le variant identifié chez un patient présentant une hypobetalipoprotéinémie avait été
classés d’apres la classification de la société savante « American college of medical
genetics and genomics » (ACMG) selon les données épidémiologiques, structurale et
de ségrégation (3). Il conduit a la formation de formes d'apolipoprotéine B
prématurément tronquées a 95%. Nous avons aussi étudié la variation codant pour une
apoB-89, plus grande troncature de la littérature identifiée dans le plasma responsable

d’une hypobetalipoprotéinémie

Afin d’affiner la classification de ces variations, nous les avons caractérisées
fonctionnellement par étude in vitro. Pour cela, nous avons modifié le génome de
cellules humaines sécrétant naturellement de I'apoB a I'aide du systeme CRISPR-Cas9,
pour analyser |'effet de ces variations. Nous avons choisi la lignée cellulaire HuH7,
provenant d’un carcinome hépatocellulaire humain, pour sa capacité de sécrétion de

I’apoB et sa disponibilité au laboratoire.

Les différents clones cellulaires obtenus ont été cultivés en présence d’acide oléique
pour favoriser la sécrétion d’apoB-100. Puis I’étude phénotypique a été réalisée grace

aux techniques suivantes, en comparaison avec des clones normaux, (wild-type, WT)

e La RT-PCR en temps réel a permis de quantifier I'expression d’ARN APOB.

e La concentration d’apoB-100 intra et extracellulaire a été déterminée par la
méthode immuno-enzymatique ELISA.

e La réalisation d’un dosage colorimétrique des protéines du lysat cellulaire
(dosage BCA : BiCinchoninic acid Assay) nous a permis de normaliser les
résultats de la quantification d’apoB-100.
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Nous pouvons résumer le déroulé de I'étude par le schéma suivant :

Proteine ApoB

Dosage de I’ApoB
intracellulaire et

Clones Huh7 extracellulaire par ELISA

(synthése ApoB) Traitement a

édités par I'acide oléique
CRISPR-Cas9

ARN

Quantification ARN par RT
gPCR

Figure 9- Schéma des différentes étapes de I’étude
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3. Matériel et méthode

3.1) Sélection des variants

Les deux variants sélectionnés sont les suivants :

e NM_000384.3(APOB) : c.12181delG, p.(Glu4034Argfs4040X)
e NM_000384.2 (APOB) : c.12944 12959del, p.(Lys4315Argfs*29)
Le premier variant est issu de la littérature. Il correspond a la plus grande troncature de

I’apoB retrouvée dans le plasma responsable d’hypocholestérolémie : I'apoB-89.

Le second variant a été identifié chez un patient HBLF de la cohorte de patients
hypocholestérolémiques du laboratoire nommée CHOPIN. Il conduit a la synthese

d’une apoB tronquée a 95%.

3.1.1) Variant NM 000384.3(APOB) : ¢.12181delGp.issu de la littérature

En 1989, Krul et al. ont identifié deux formes tronquées d'apolipoprotéine B-100 dans
une famille dont 5 membres ont été diagnostiqués HBLF (concentrations de cholestérol
LDL inférieurs au cinquiéme percentile)(45). Ils les nomment apoB-40 et apoB-90. La
ségrégation familiale (Fig.9) comprend onze freres et sceurs. Les auteurs ont utilisé la
technique SDS-PAGE et des immunoblots avec quatre anticorps monoclonaux dirigés
contre des épitopes définis de I'apoB. Trois sceurs, dont le cas index ont hérités des
deux variants et présentent des concentrations d'apoB fortement réduites. Un frere a

hérité de I'apoB-90/apoB-100 et un autre de |'apoB-40/apoB-100(45).
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Figure 10- Arbre généalogique de la famille SH (45)
Sex Age Ht Wt Total Total LDL HDL ApoB Apo A-l Apo E Apo B
Subject (M/F) (yr) (cm) (k@) chol TG chol chol (mg/di) (mg/dl) phenotype phenotype
-1 F 52 160 70 75 41 21 52 26 183 E3/E3 90,40
-3 F 49 157 68 67 111 12 33 16 150 E3/E3 90,40
-7 F 46 158 88 69 99 13 36 12 151 E3/E3 90,40
118 M 43 170 84 141 146 74 38 81 162 E3/E3 100,90
-8 F 41 163 70 224 68 137 73 115 279 E3/E3 100,100
I-11 M 36 178 84 108 72 49 45 29 189 E3/E3 100,40
-1 F 21 165 84 170 74 102 53 81 183 E3/E3 100,100

Figure 11- Tableau clinique et biologique de la famille SH (45)

Puis, la méme équipe publie ensuite les variants de I'ADN conduisant a ces formes

tronquées de l'apolipoprotéine B-100 dans cette famille. Le séquencage de I'ADN

amplifié du cas index a révélé que des délétions d'une ou deux bases nucléotidiques

produisaient des mutations de type frameshift et généraient des codons stop

prématurés dans les deux cas.
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Pour I'apoB-90 les auteurs ont amplifié par PCR les 263 pb du début de I'exon 29. L’ADN
amplifié a ensuite été digéré avec Smal/EcoRl et cloné dans M13 mp11. Sur les dix sous-
clones séquencés, cing présentaient une délétion G au niveau de la premiére base du
résidu Glu 4034. Cette délétion d'une seule base entraine une mutation de type
frameshift générant les acides aminés Arg, GIn, Leu, Leu, Ala, Cys avant d'aboutir a un
codon d'arrét et a la terminaison de la protéine. Selon la nomenclature actuelle, ce
variant est désigné par NM 000384.3(APOB) :c.12181del soit p.(Glu4061Argfs*7) La

protéine résultante est I'apoB-89.04(36).

A I'heure actuelle, cette apoB-89.04 est la plus grande identifiée, sécrétée dans le

plasma et responsable d’"HBLF-SD2.

3.1.2) Variant NM_000384.2 (APOB) : c.12944 12959del, p.(Lys4315Argfs*29) identifié
chez un patient HBLFL-SD2 dans le laboratoire

Le variant NM_000384.2 (APOB): c.12944 12959del, p.(Lys4315Argfs*29) a été
identifié chez un patient présentant une hypocholestérolémie provenant du CHU de
Nantes. Les tableaux cliniques et biologiques de ce patient dans sa vingtaine
évoquaient une HBL (faibles concentrations sériques de cholestérol total, LDL-c et

d’apoB < au 5™ percentile pour I'dge et le sexe).

Son bilan lipidique est présenté dans la figure 11. Son arbre généalogique n’apportant
pas d’informations supplémentaire, il a été jugé pertinent de ne pas |'ajouter. Le patient
a signé son consentement pour |'utilisation de ses données a des fins de recherche

scientifique. L'étude a été approuvée par le comité scientifique CNIL n°920 424,

Le séquencage de I’ADN du patient, apres extraction avait été réalisé au laboratoire en
2019 par séquencage NGS d’une bibliothéque (design SeqCap EZ choice Library, Roche
diagnostics) ciblant les exons codants et jonctions intron/exon +/- 30 pb des génes sur

NextSeq500 (illumina)(46).
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Concentrations sériques

Référence

ASAT, ALAT

du patient
Cholestérol total (mmol/L) 3,04 < 5%Me percentile cohorte
Lifelines (47)
Triglycérides (mmol/L) 0,28 < 1°" percentile cohorte
Lifelines
HDL-c (mmol/L) 2,06 > 97,5%™ percentile
cohorte Lifelines
LDL-c (mmol/L) 0,85 < 1¢" percentile cohorte
Lifelines(48) et
HYPOBETA.fr (48)
apoB (g/L) 0,36 <5%me percentile cohorte
HYPOBETA.fr
Enzymes hépatiques : Normales

Figure 12- Bilan biologique du patient

L'analyse du panel de genes de premiéere intention des hypocholestérolémies

génétiques a retrouvé une délétion hétérozygote de 16 pb dans I’exon 29 du gene APOB

ainsi gu’une substitution faux-sens hétérozygote dans I'exon 4 du géne PCSK9. Aucune

variation n’a été retrouvée sur le gene ANGPTL3.

o NM_000384.2 (APOB) : ¢.12944_12959del, p.(Lys4315Argfs*29)

Ce variant provoque un décalage du cadre de lecture (frameshift) a partir du codon

Lys4315. Le nouveau cadre de lecture se termine sur un codon STOP 29 positions en

aval, conduisant a une troncature a 95% de I’apoB-100.
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La liste d’arguments prise en compte pour son interprétation est la suivante :

- Critere PM2 : ce variant n’est pas décrit dans la base gnomAD, ni dans littérature.

- Critere PP4 : la variation entraine cliniguement une concentration de LDL-c
<5éme percentile et une concentration d’apoB basse.

- Critere PSV1 : le variant est situé dans le dernier exon du gene APOB et entraine
une délétion de mois de 10% de la protéine. Cependant la fonctionnalité des

dernier 5-10% n’est pas tres bien connu.

Malgré plusieurs criteres en faveur de la pathogénicité probable du variant, celui-ci a

été classé VSl selon la classification ACMG par manque d’éléments tangibles.

Seq de référence : ATAGAAGATAACATTAAACAGCTGAAAGAGATGAAATTTAC

Seq lue : ATAGAAGATAACATTAGAAATTTACTTATCTTATTAATTAT

( Délétion de 16 pdb\

Figure 13- Schéma de la variation du géne APOB

o NM_174936.3(PCSK9) : c.526G>A, p.(Gly176Arg)

La liste d’arguments prise en compte pour son interprétation est la suivante :

- Critére PM2 : ce variant a une fréquence de 0.0028% dans la base gnomAD.

- Critere PP3 : |a variation touche un acide aminé faiblement conservé et I'écart-
physico-chimique est important. Elle est considérée comme tolérée par les
logiciels de prédiction in silico SIFT, Mutation Taster et PolyPhen2 et n’a pas

d’effet sur I’épissage in silico (Alamut Visual). Ce critére n’est donc pas activable.
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Le caractere délétere des variations retrouvées sur les genes APOB et PCSK9 est
incertain. Une étude familiale de ségrégation est alors nécessaire pour déterminer si
un phénotype lipidique co-ségrege avec ses variants. Cependant, |'étude de

ségrégation familiale n’a pas pu étre réalisée.

3.2) Clones CRISPR obtenus

Pour I’édition des clones 2019 et 2023, les ARN guides ont été désignés et commandés

sur le site Integrated DNA technologies (IDT).

3.2.1) Variant NM 000384.3(APOB) : c.12181delG, p.(Glu4034Argfs4040X) issu de la
littérature : obtention des clones codant une apoB-89

La premiéere étape du projet CRISPR a été de générer les clones cellulaires portant notre
variant d’intérét issu de la littérature : c¢.12181delG (troncature 89%) et d’un clone
témoin positif, porteur d’un variant entrainant un décalage du cadre de lecture dans
I’exon 9 (troncature théorique a 9%). Les ARN guides ont été congus sur le site IDT. lls
ont été sélectionnés de sorte que le score « on target » soit le plus important (>100) et
que le score « off target » soit le plus faible possible (< 100) et qu’il soit a proximité du

variant d'intérét.

Pour ces deux types de clones, les éditions du génome ont été réalisées par la méthode
suivante : deux plasmides distincts, BLADE et KBU2, contenant respectivement I’ADN
codant pour les ARN guides CRISPR et pour la protéine Cas9 ont été transfectés dans
les cellules Huh7. La transfection a été réalisée avec le réactif Lipofectamine™

CRISPRMAX™ Cas9 (ThermoFisher), en suivant les instructions du fabricant.

24h plus tard, les cellules transféctées ont été triées par FACS. Les cellules sélectionnées
ont été transférées dans des plaques a 96 puits puis 48 et enfin 24 : réalisation d’une

dilution limite (ensemencement théorique de 0,75 cellule/puit).
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Afin de sélectionner les clones porteurs du variant d'intérét, une extraction de I'ADN
avec le kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel), puis un séquencage Sanger de |'exon 9
et 29 d'APOB ont été réalisés (Big Dye Terminator, ABI Prism). Enfin, I'absence d’autres
variants et la zygotie du variant d’intérét ont été confirmés par un séquencage de

nouvelle génération (NGS)(49).

3.2.2) Variant NM 000384.2(APOB) : ¢.12944 12959del,p.(Lys4315Argfs*29) identifié au
laboratoire : obtention des clones codant une apoB-95

Avant mon arrivée au laboratoire, une seconde campagne d’édition de clones avait été
lancée ayant pour objectif I'obtention de clones codant une apoB-95. Les ARN guides
et I’ADN donneur ont été congus sur le site IDT. De méme, ils ont été sélectionnés de
sorte que le score « on target » soit le plus important (>100) et que le score « off
target » soit le plus faible possible (< 100) et qu’il soit a proximité du variant d'intérét.
La technique d’édition du génome CRISPR-Cas9 étant en plein essor, celle utilisée pour
ces clones s’est adaptée aux nouvelles connaissances sur le sujet. En effet, un seul
plasmide contenant le complexe composé du sgRNA (single guide RNA) de I'"ADN
donneur et de la Cas9 a été transfecté dans les cellules. Apreés 48 heures de culture
cellulaire, un séquencage de I'exon 29 a été réalisé afin de vérifier la présence ou non
d’une coupure du génome. Une dilution limite a été réalisée pour les clones
sélectionnés (ensemencement théorique de 0,75 cellule/puit) : transfert selon les
observations de cellules dans des plaques a 96 puis 48, et 24 puits. Aprés sélection et
amplification du ou des clones d’intérét, un séquencage NGS a été réalisé afin

confirmer I'absence d’autres variants et le nombre de copies du variant d’intérét.
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3.2.3) Clones générés

Des incohérences de génotype ont été retrouvées pour certains clones. Les variations

ont donc été vérifiées a postériori a partir des extractions d’ARN disponibles a I'issus

de chaque culture avec lI'acide oléique. L'ARN a été rétrotranscrit a 'aide du Kit

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Sample (Roche, cat 0508/1866001). Puis des

PCR ont été réalisées et vérifiées sur gel lonza et enfin le séquengage. Aprées analyse, 1

clone 89% hétérozygote, 1 clone 95% hétérozygote et 1 clone 95% homozygote ont été

exclus.

Apres vérifications des variations des clones par séquencage SANGER ou NGS ceux

écrits en rouge n’ont pas été inclus dans I'étude.

Géne

APOB
APOB
APOB
APOB
APOB
APOB
APOB

APOB

APOB

APOB

APOB

WT= Wild-type ; Hz = Hétérozygote et Ho = Homozygote ; Clones écrits en rouge non inclus

Exon

29
29
29
29

29

29

29

29

Hz/
Ho
WT
Hz
Ho
Hz
Ho
Hz

Ho
Hz
Hz

Ho

Ho

Variation nucléotidique

¢.1064dupT
c.1064dupT
€.12145_12147delinsAA
c.12145delG
€.12145_12146insGATG
€.12131_12160delGGGTCCGGGA
ATCTGAGTAGGAAACTCAGA
€.12880delG
€.12881dupA
c.12881dupA +
€.12883_12884insAG
c.12881_12882delAG +
c.12880delG

Impact protéique

p.(Arg356Glufs*5)
p.(Arg356Glufs*5)
Stop*19
p.(Asp4049Metfs*19)
p.(Asp4049Glyfs*2)
p.(Argd044_GIn4053del)

p.(E4294Gfs*16)
p.(V4295Gfs*4)

p.(V4295Gfs*4) +
p.(V4295Efs*16)
p.(VE294Gfs*4) +
p.(E4294Afs*16)

Figure 14- Tableau des différents clones générés
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Troncature

7,9% =T+
7,9% =T+
89%
89%
89%
89%

95%

95%

95%

95%

Nombre
de clones

2

1
sélectionné

et 1 non



3.2.4) Clones étudiés

Finalement les différents clones sélectionnés et conservés pour les analyses ultérieures
sont rassemblés dans le tableau suivant :

Géne

APOB
APOB
APOB
APOB
APOB
APOB
APOB

APOB

Exon

29
29
29
29

29

Hz/
Ho
WT
Hz
Ho
Ho
Hz
Hz

Ho

Ho

Variation nucléotidique

c.1064dupT
¢.1064dupT
c.12145delG
€.12145_12146insGATG
€.12881dupA
c.12881dupA +
€.12883_12884insAG
€.12881_12882delAG +
€.12880delG

Impact protéique

p.(Arg356Glufs*5)

p.(Arg356Glufs*5)
p.(Asp4049Metfs*19)

p.(Asp4049Glyfs*2)
p.(V4295Gfs*4)
p.(V4295Gfs*4) +
p.(V4295Efs*16)
p.(VE294Gfs*4) +
p.(E4294Afs*16)

Figure 15- Tableau des différents clones étudiés

Troncature

7,9% =T+
7,9% =T+
89%
89%
95%
95%

95%

Nombre

de clones

2

N W =

L’étude des clones knock-out a I'état hétérozygote et homozygote: p.Arg356Glufs*5

avait permis de valider I'intérét de ce modele et d’apporter des preuves in vitro de la

pathogénicité d’une variation APOB (49). Ces deux clones codant une apoB-7,9 ont

donc été choisis comme témoins positifs.

3.3)

3.3.1) Culture cellulaire

Culture et traitement des cellules pour I’étude fonctionnelle

La lignée cellulaire HUH7 dérive d'un hépatome humain. Elle a été prélevée chez un

Japonais de 57 ans en 1982. Ses dérivés ont été largement utilisés en recherche comme

substituts expérimentaux aux hépatocytes primaires. Ceux-ci ont notamment joué un
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réle déterminant dans la recherche sur I'hépatite C et ont été utilisés comme cellules

hotes pour la propagation du virus in vitro.

La plupart des cellules HuUH7 ont un nombre de chromosomes compris entre 55 et 63
et se développent généralement en monocouches 2D. Le milieu de croissance est
renouvelé 2 a 3 fois par semaine ou selon les besoins, en fonction du pH du milieu. La
confluence des cellules est maintenue entre 30 et 90 % afin de ne pas bloquer Ia
prolifération par inhibition de contact. Leur temps de doublement est de 24 a 50

heures.

Les cellules HUH7 ont été cultivées dans du DMEM (LIFE TECHNOLOGIES) contenant
10% de Sérum de Veau Fétal (EUROBIO SCIENTIFIC) et 1% d’ATB:
pénicilline/streptomycine (OZYME). Les cellules ont été cultivées dans des flasques T25

en plastique dans un incubateur humidifié a 37°C a 5% de CO2.

3.3.2) Traitement a I'acide oléique

L’acide oléique a été utilisé pour augmenter la sécrétion d’apoB par les cellules HUH7.
Les manipulations de la série 1 et 2 ont été réalisées utilisant la solution d’acide oléique
préparée selon le protocole 1. En analysant les résultats, nous nous sommes
qguestionnées sur la répétabilité et la conservation de cette solution. Un second

protocole a alors été utilisé pour les manipulations de la série 3.

Les acides gras tel que I'acide oléique sont insolubles dans les solutions aqueuses et
doivent étre délivrés aux cellules par une molécule porteuse. lls sont donc
généralement étudiés lorsqu’ils sont complexés a de I'albumine sérique bovine (BSA).

Pour les expériences on utilise I'acide oléique a une concentration de 0,6mM.

3.3.2.1) Préparation de la solution d’acide oléique a 0,6mM : Protocole 1

Dans une bouteille en verre stérile d’un litre ont été ajoutés 100ml de DMEM sans
rouge phénol et 1g de BSA. La solution a incubé 1h au bain-marie a 37°C. Puis 17,15 pl

d’acide oléique a 3,5M ont été ajoutés. La solution a été ensuite placée sous agitation,
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toujours au bain-marie pendant toute la nuit. Enfin, la solution a été congelée a -20°C

en aliquots de 10 ml.

3.3.2.2) Préparation de la solution d’acide oléique a 0,6mM : Protocole 2

Une solution mére de concentration 20 fois celle voulue a été préparée. Elle est
congelée a -20°C dans des tubes en verre car les lipides ont tendance a se fixer sur le

plastique.

e Préparation de 24ml d’une solution mére d’albumine BSA a 20%
Dissoudre 5g de BSA dans 25 ml de DMEM sans rouge phénol (pour pas de
prolifération) a 37°C dans une bouteille de 500 ml en verre stérile. Mélanger
sous agitation pendant 30 min-1h a 37°C jusqu’a la dissolution complete ; Filtrer
la solution a I'aide d’une seringue et d’un filtre 0.22um. Aliquoter la moitié de la

solution (12ml) en aliquots de 1ml tubes en verres et conserver a -20°C.

e Préparation de la solution mére de BSA-acide oléique 20%-12mM

Dans une bouteille de 250ml en verre stérile introduire 82,3 ul d’acide oléique
(SIGMA ref 01383-1G lot SLBZS247) SO a 3,5M. Ajouter 24 ml de solution BSA filtrée.
Incuber dans le Bain-Marie avec agitation douce a 40°C pendant 2-3h. La formation
du complexe est terminée lorsque la turbidité de la solution disparait. Aliquoter en

volume de 1ml et conserver a -20°C.
e Traitement a I'acide oléique

Dans une bouteille en verre stérile introduire 4 aliquots de 1ml de solution mere
20X de DMEM-BSA-Acide oléique + 76 ml de DMEM sans rouge phénol puis ajout
de 4ml par T25.

3.3.3) Traitement des cellules

1. Pré-traitement au DMSO 2%

54

(CC BY-NC-ND 4.0) VALEILLE



La solution DMSO a 2% a été préparée dans une T75 contenant du milieu DMEM-
SVF10%-ATB1%. Apres ajout de cette solution de traitement, les cellules HuH7 ont été

incubées 4 jours a 37°C.

2. Traitement des T25 a I’'acide oléique 0,6mM

Apres lavage au PBS, les cellules T2h et T6h ont été traitées par la solution d’acide

oléique.

- TOh: Les cellules ont été lavées au PBS puis 500 pl du tampon de lyse (HEPES
pH7.5 50mM, KCL 1.0M, MgCI2 2mM, Tritonx100 0.5%) ont été ajoutés. Les
cellules ont été incubées 30 min a -20°C. Puis les cellules ont été décollées a
I'aide d’un grattoir. Les cellules ont été transférées dans un tube Eppendorf de
2ml puis soniquées sur glace 3 fois 10 secondes a puissance 40% avec 10
secondes d’attente. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 10 minutes a
10000g a +4°C. Le surnageant a été transféré dans 2 tubes Eppendorf d’1,5 ml :
400 pl pour analyse par spectrométrie de masse et 600 pl pour I'ELISA et BCA.
Les échantillons ont été congelés en carboglace puis conservés a -80°C.

- Pour chaque temps T2H et T6h, les cellules ont été observés au microscope

(x20). Le protocole suivi est le méme que les cellules TO.

3.3.4) Quantification des transcrits APOB apres traitement par acide oléique

3.3.4.1) Principe de la gPCR

La qPCR ou PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un réactif
fluorescent. Cet émetteur fluorescent peut étre un agent se liant a I’ADN double brin
(ex: SYBR Green) ou une sonde fluorescente. Parmi les sondes, il existe quatre
technologies principales : I’hydrolyse de sondes (Tagman assay), I’hybridation de 2
sondes (HybProbes), les balises moléculaires (Molecular Beacons) et les amorces

scorpion (Scorpion primers).
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L’augmentation du signal fluorescent est alors directement proportionnelle a la

quantité d’amplicons produits durant la réaction de PCR.

Pour cette étude nous avons choisi d’utiliser I'agent intercalant le plus fréquemment
utilisé, le SYBR Green. Il est économique, facile a utiliser et possede une bonne
sensibilité sans inhiber la réaction d’amplification. Son émission fluorescente
augmente lorsque qu’il est lié a 'ADN double brin. C'est pourquoi I'émission de

fluorescence est mesurée pour chaque cycle a la fin de I'étape d’élongation.

Etant donné que le SYBR Green | se fixe a n’importe quelle molécule d’ADN double brin,
cette technologie présente un certain biais puisque le méme agent peut étre utilisé
pour détecter plus d’un produit d’amplification dans la méme séquence réactionnelle.

En effet, on peut noter inconvénients suivants (50):

o L’ADN double brin total émettant des signaux, il devient impossible en cours
de réaction de s’assurer de la spécificité des amplicons ou de discriminer les
différents amplicons dans le cas de multiplexage.

o Un mauvais appariement peut conduire a des faux positifs ou une
surestimation de la quantification.

o Dans une méme réaction, un amplicon plus long fixera davantage de
molécules fluorescentes qu’un amplicon plus court : I’émission fluorescente

est alors biaisée.
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Figure 16- Schéma de la méthode PCR et SYBR Green (51)

3.3.4.2) Quantification

L’objectif est de quantifier la présence de transcrits apoB dans les cellules HUH7 CRISPR

apres traitement par acide oléique pendant 6h.

La présence de transcrits apoB, dans les cellules CRISPR apres traitement par acide
oléique pendant 6h, a été quantifiée par PCR en temps réel. L'ARN total a été extrait
avec le kit : RNAqueous-4PCR (Ambion cat1914). La transcription inverse a été réalisée
avec Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Sample (Roche, cat 0508/1866001). Un
amplicon APOB spécifique (exon 17-18) a été amplifié et quantifié par gPCR sur un
LC480 en utilisant du SYBR Green (Qiagen, France). Le B2M a été utilisé comme controle

interne.

Afin d’estimer |'effet des variants sur la sécrétion des VLDL, nous avons mesuré la
concentration en apoB a l'aide d’un test ELISA. Le but étant de mesurer I'apoB-100
produite et sécrétée par les cellules HuH7 a la suite de leur incubation avec la solution

d’acide oléique 0,6 mM.

3.3.5) Dosage de I'apoB par méthode ELISA

3.3.5.1) Principe de I'ELISA sandwich
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Le dosage d’'immunoabsorption enzymatique (ELISA) est une technique simple et
rapide permettant de détecter et quantifier les anticorps ou les antigénes fixés sur une

surface solide.

Le principe est le suivant : Un anticorps de capture est « coaté » au fond des puits de la
microplaque, il fixe I'antigene. Un second anticorps de détection conjugué a une
enzyme se lie a I'antigene par un épitope différent. Apres incubation du substrat on

mesure I'absorbance des solutions colorées obtenues.

Sandwich ELISA

© 12/ (3] 4] 5/

T™MB Colored
Substrate Product
Biotin Labeled
Detection Antibody Streptavidin-HRPO

o # \‘#ﬂ

Capture Antibody

Blocking Buffer

Figure 17- Schema de la méthode ELISA sandwich

Disponible sur Sandwich ELISA Protocol - Leinco Technologies

3.3.5.2) Dosage ApoB

La concentration en apoB-100 dans le milieu cellulaire et dans le surnageant a été

déterminée a l'aide du kit ELISA apoB-100 (Mabtech AB, Nacka Strand, Suéde) en
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suivant les préconisations du fournisseur. Les concentrations d'apoB-100 ont été
normalisées par rapport aux concentrations de protéines dans le lysat cellulaire
déterminées a l'aide de la méthode Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFischer).

L’absorbance est lue a 450nm.

4. Résultats

Pour rappel, nous avons obtenu et étudié :

e 3 clones codant une apoB-7.9 : 2 hétérozygotes et 1 homozygote
e 2 clones codant une apoB-89 : 1 hétérozygote et 1 homozygote

e 6 clones codant une apoB-95 : 3 hétérozygotes et 3 homozygotes

Les résultats sont synthétisés dans les graphiques ci-dessous. Des graphes détaillés

par clone sont disponibles en annexe.

4.1) Quantification de 'ARNm
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Figure 18- Quantification de I'ARNm APOB-100 produit pendant 6h par le type sauvage HuH7 (WT), ou portants les variants
d’intérét a I’état hétérozygote ou homozygote

La RT-PCR des transcrits APOB dans les cellules HuH7 a montré que le niveau
d'expression était quasiment nul pour les clones T7,9% homozygotes. Pour les clones
T7,9% hétérozygotes on remarque en moyenne une légere diminution de 'ARNm APOB

mais une grande dispersion des valeurs.

Au contraire, la quantité d’ARNm APOB dans les cellules des clones T89% et T95% est
augmentée par rapport a celles des clones WT a 1,3 fois et a 1,5 fois respectivement.
De plus, le niveau d’expression dans les cellules hétérozygotes était supérieur a celui
dans les cellules homozygotes. On observe aussi dans I’ensemble une grande
dispersion des valeurs. Des études statistiques complémentaires sont en cours afin

d’évaluer si ces différences sont significatives.

4.2) Concentration d’apoB du Témoin Positif : Troncature 7,9%

D’apres la littérature, la troncature 7,9% n’est pas retrouvée dans le plasma: nous
I’avons donc choisie comme témoin positif (témoin d’absence de sécrétion). De plus,
ces clones ont déja été testés au laboratoire et avaient permis de valider le modele

cellulaire (49).
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Figure 19- Graphique des concentrations d'apoB intracellulaire et extracellulaire normalisées par mgq de protéines a T=6h des
clones T7,9% Hz et Ho. * = p < 0,05 (test de Welch). ** = p < 0,05 (test ANOVA 1 facteur)

Légende :
WT apoB-intracellulaire : n=1 clone et 5 réplicas ; WT apoB-extracellulaire : n=1 clone et 5 réplicas

Hz apoB-intracellulaire : n = 2 clones et 2 a 3 réplicas / clone ; Hz apoB-extracellulaire : n = 2 clones et
2 a 3 réplicas / clone

Ho apoB-intracellulaire : n = 1 clone et 2 réplicas ; Ho apoB-extracellulaire : n = 1 clone et 2 réplicas

A t=6 heures, la concentration d’apoB intracellulaire est diminuée d’environ 40% chez
les cellules hétérozygotes (test ANOVA 1 facteur, p=0.053) et de 70% chez les
homozygotes par rapport au HuH7 WT (test de Welch, p=0.019). Concernant la
concentration extracellulaire d’apoB on remarque une diminution de celle-ci d’en
moyenne 60% dans les cellules hétérozygotes (test de Welch, p=0.003) et I’'apoB n’est
pas détectable dans le milieu extracellulaire des homozygotes (test ANOVA 1 facteur,

p=0,004) , comme attendu : cela nous permet donc de valider les essais.

4.3)  Troncature 89%
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Cette protéine apoB tronquée a une taille inférieure a la plus grande troncature

rapportée dans la littérature, qui a été retrouvée dans la circulation sanguine (89,2%).

Figure 20- Graphique des concentrations d'apoB intracellulaire et extracellulaire normalisées par mqg de protéines a T=6h
chez les clones Hz et Ho T89%

Légende :
WT apoB-intracellulaire : n=1 clone et 3 réplicas ; WT apoB-extracellulaire : n=1 clone et 3 réplicas
Hz apoB-intracellulaire : n = 1 clone et 1 réplica ; Hz apoB-extracellulaire : n = 1 clone et 1 réplica

Ho apoB-intracellulaire : n = 1 clone et 2 réplicas ; Ho apoB-extracellulaire : n = 1 clone et 2 réplicas

A t=6 heures, les concentrations d’apoB intracellulaires et extracellulaires des clones

hétérozygotes et homozygotes ne sont pas significativement différentes a celles du WT.

4.4) Troncature 95%

WT Hz Ho

B ApoBintracellulaire ~ m ApoBextracellulaire
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Figure 21- Graphique des concentrations d'apoB intracellulaire et extracellulaire normalisées par mq de protéines a T=6h
pour les clones Hz et Ho T95%. * = p < 0,05 (test de Welch)

Légende :

WT apoB-intracellulaire : n=1 clone et 7 réplicas ; WT apoB-extracellulaire : n=1 clone et 7 réplicas

Hz apoB-intracellulaire : n = 3 clones et 2 a 3 réplicas / clone ; Hz apoB-extracellulaire : n = 3 clones et
2 a 3 réplicas / clone

Ho apoB-intracellulaire : n = 3 clones et 2 a 3 réplicas / clone ; Ho apoB-extracellulaire : n = 3 clones et

2 a 3 réplicas / clone

A t=6 heures, la concentration d’apoB intracellulaire mesurée chez les clones
hétérozygotes n’est pas significativement différente a celle du WT. En revanche elle est
2.7 fois plus élevée chez les homozygotes par rapport au cellules WT (test de Welch,
p=0.027. Quant a la concentration extracellulaire d’apoB, on remarque qu’elle a
quadruplé chez les cellules hétérozygotes (test de Welch, p=0.005) et augmenté
d’environ 5.5 fois chez les homozygotes (test de Welch, p=0.004) par rapport aux HuH7
WT. On note aussi une grande dispersion des résultats avec notamment des écarts-type

supérieurs a 2 chez les clones homozygotes.

5. Discussion

Ces travaux ont permis I’étude de deux de variants de signification incertaine (VSI) non-

sens sur APOB. Elles ont été identifiées chez des patients présentant une
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hypocholestérolémie. De plus, elles conduisent a la formation de formes

d'apolipoprotéineB prématurément tronquées a 89% et 95%.

L'objectif de cette these est d’étudier in vitro |'effet d’'un nouveau variant
NM _000384.2 (APOB) : ¢.12944 12959del, p.(Lys4315Argfs*29) sur la production et la
sécrétion hépatique de I'apolipoprotéineB100 afin d’affiner sa classification. Pour le
caractériser fonctionnellement, nous avons utilisé les cellules HuH7, un modeéle
cellulaire humain sécrétant naturellement I'apoB-100. Afin d’obtenir des lignées
cellulaires porteuses des variations dans la zone d’intérét (APOB, exon 29), leur génome
a été modifié a I'aide du systeme CRISPR-Cas9. Aprées incubation de 6h avec de I'acide
oléique, le taux d’expression d’ARN APOB a été quantifié par RT-PCR et le dosage
d’apoB-100 intra et extracellulaire a été réalisée par la méthode immuno-enzymatique
ELISA. Les résultats ont été normalisés par rapport aux protéines totales du lysat

cellulaire.

5.1) Validation du modele cellulaire

Le modele cellulaire que nous avons utilisé pour notre travail a été validé au laboratoire
en 2022 grace a I'étude d’une variation délétére (49). En effet, celle-ci a été obtenue
apres coupure double brin de I’ADN cellulaire par CRISPR-Cas9 puis NHEJ. Deux clones
porteurs de la variation NM_000384.2(APOB) : c.1064dup ; p.(Arg356Glufs*5), ont été
sélectionnés a |'état hétérozygote et homozygote. L'apparition d’'un codon stop
prématuré apres l'acide aminé 361 conduit a la traduction d’un polypeptide
correspondant théoriquement a 8% de I'apoB totale. Partant du postulat décrit dans la
littérature que les apoB tronquées d’une taille inférieure a 30% de I'apoB100 ne sont

pas sécrétées (52), les résultats attendus étaient :

- Pour le clone He-KO : une diminution de moitié par rapport au clone WT des

concentrations d’ARNm APOB et des concentrations normalisées d’apoB-100

dans le lysat cellulaire et dans le surnageant.
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- Pour le clone Ho-KO : une quantité d’ARNm d’APOB nulle et ainsi qu’une

absence de détection d’apoB-100 dans le lysat cellulaire et dans le surnageant.

Lors de nos expérimentations, nous avons trouvé des résultats en accord avec ceux

obtenus en 2022. Nous pouvons donc valider notre témoin positif.

5.2) Hypothese de 'augmentation de sécrétion d’apoB

L’hypobetalipoprotéinémie causée par une mutation du gene APOB se caractérise par
une hypocholestérolémie liée a un défaut d'assemblage et/ou de sécrétion des
lipoprotéines contenant I'apolipoprotéine B. Cependant d’aprées les résultats, nous
pouvons dire que les hypocholestérolémies associées aux deux variations étudiées ne
sont dues ni a un défaut de production ni de sécrétion. Cela résultat est en accord avec
la littérature qui rapporte que les apoB plus courtes que I'apoB-29 ou -30 ne sont pas
sécrétées sous forme de lipoprotéines par le foie car elles n‘ont pas la capacité
suffisante a lier les lipides (52). Le phénotype clinique est alors plus sévere se
rapprochant de celui de I'abétalipoprotéinémie avec un sur-risque de développer une
MASH. Chez les homozygotes et hétérozygotes dont les variations APOB induisent des
troncatures plus longues que I'apoB-48, le phénotype clinique est généralement moins

sévere, se caractérisant uniquement par une stéatose hépatique (MAFLD) (52).

Par ailleurs, il existe dans la littérature des hypothéses sur les mécanismes
potentiellement compensatoires de la synthese d’apoB mutée. Parmi celles-ci, la
suivante ressort: les lipoprotéines contenant de I'apoB tronquée serait plus

rapidement captées dans le sang et éliminées.

Dans I'étude de Klaus et al. précédemment décrite dans les rappels bibliographiques,
présentent cette possibilité (32) : le domaine de reconnaissance du récepteur LDL de
I’apoB-100 se situant entre les acides aminés 3100 et 3500, les particules contenant

des troncatures d'apoB supérieures a 70% conservent ce domaine. De plus, ces
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lipoprotéines seraient reconnues par les récepteurs LDL avec une affinité supérieure
aux LDL apoB-100. Par conséquent les LDL apoB-75 et apoB-89, assez longue pour
conserver ce domaine de reconnaissance aux LDL sont épurées plus rapidement par le
foie que les LDL apoB-100. En revanche, les troncatures plus courtes comme I'apoB-
31; - 38,9 et -43,7 ne conservant pas le domaine seraient éliminées par un autres
mécanisme non élucidé (32). Cependant notre modéle cellulaire in vitro ne permet pas

de tester cette hypothese.

De plus, le géne APOB mutée dans la pathologie HBLF-SD2 est généralement semi-
dominant. Nous devrions donc observer un rapport de deux entre sécrétion chez les

clones hétérozygotes et chez clones homozygotes sauf si celle-ci est saturable.

Pour résumer, la compréhension des mécanismes physiopathologiques a I'origine de
I’'HBLF est un enjeu important. Des études complémentaires et notamment in vivo
permettraient de vérifier I'hypothese de Klaus et al. En effet, si 'augmentation de la
clairance des troncatures «longues» d’apoB peut étre responsable de
I’hypocholestérolémie observée alors la classification de I’hypobétalipoprotéinémie
primitive proposée par Bredefeld et al. serait a mettre a jour (1). A I’heure actuelle les
hypobétalipoprotéinémies familiales dues a un catabolisme accru des lipoprotéines
(HBLF-EC) résultent de variations pertes de fonction des genes PCSK9 ou ANGPTL3 (1).
A ce jour, ces HBLF-EC ne sont pas associées a un risque de développer une MASLD (52—
54). De plus, étudier la taille de troncature a partir de laquelle on bascule d’'un défaut
de sécrétion des lipoprotéines a une augmentation de leur catabolisme permettrait une
meilleure classification et donc de mieux comprendre les conséquences hépatiques

pour in fine une meilleure prise en charge des patients.

5.3) Limites de I'étude

5.2.1) Modeéle cellulaire
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Le modele cellulaire édité par CRISPR-Cas9 présente des avantages par rapport a une
méthode de transfection classique. Premierement, les cellules HuH7 sont des cellules
humaines synthétisant naturellement des VLDL et LDL (55). De plus, la technologie
permet d’éviter les limites du modele de transfection classiques : taille du géne
d’intérét limité, pas de modélisation de la zygotie, expression de la protéine
dépendante du promoteur du plasmide. Pour ces raisons, le modele cellulaire édité par

CRISPR-Cas9 est plus représentatif des conditions physio-pathologies humaines.
Cependant bien qu’innovante, cette approche présente quelques limites :

e Risque lié au Off target (activité non spécifique) qui peut conduire a des
modifications d’autres parties du génome cellulaire aboutissant a des
conséquences inconnues.

e Erreurs ou mutations non souhaitées dans d’autres parties du gene cible.

e Possibilité de générer des cellules cancéreuses

Par ailleurs, I'analyse NGS des différents clones révele la présence d’autres mutations
induites par la technique CRISPR-Cas9. Celles-ci pourraient potentiellement avoir un
impact sur les mécanismes de production, la sécrétion ou la recapture de I'apoB. Il est

cependant difficile de savoir si ces mutations interferent avec notre étude.

De plus, il est difficile d’obtenir la mutation précise identifiée chez un patient. En effet,
bien que la technologie CRISPR-Cas9 cible un endroit précis du gene, les dommages
sont corrigés par les systemes de réparation de 'ADN des cellules. Ceux-ci sont

dépendants de nombreux facteurs (type et age de cellules, environnement...).

5.2.2) Mesure de concentration en apoB tronquée

L’utilisation du test ELISA pour estimer I'effet sur la sécrétion de VLDL peut aussi étre

discuté. Ce kit est basé sur une paire appariée d'anticorps monoclonaux spécifiques de
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I'apoB-100 humaine. Il ne reconnait donc pas I'apoB-48. Cependant il est possible qu’il
lie d’autres protéines ayant des domaines similaires avec I’apoB si elles sont présentes
en concentration importante(49). En effet, bien que la quantité détectée d’ARNm pour
les clones T7,9%-Ho et la concentration intracellulaire d’apoB soient nulles, de I'apoB-
100 est mesurée en intracellulaire. Ceci montre une mauvaise spécificité du test ELISA.
De plus, la concentration nulle d’apoB-100 détectée en extracellulaire pour ces clones

ne garantit pas une absence spécifique d’apoB tronquée dans le milieu.

De plus, nous ne connaissons pas le lieu de fixation des anticorps, limitant notre
interprétation des résultats. Nous pouvons seulement supposer qu’ils ne lie pas en C-
terminal et qu’ils se fixent sur un domaine se situant avant les 11 % terminaux de la
protéine puisqu’un signal est bien détecté dans le milieu extracellulaire des clones

homozygotes pour les troncatures a 89 et 95%.

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) est de
plus en plus reconnue comme une technique alternative ou complémentaire aux
immunodosages pour le dosage des apolipoprotéines (56). Elle permet I'analyse ciblée
et multiplexée de multiples protéines via leurs peptides signatures. Elle permet de
surmonter de nombreux problemes d'interférence associés aux dosages cliniques
actuels des protéines par immunodosages. En revanche, une préparation particuliere
et rigoureuse des échantillons est nécessaire avant I’'analyse. En 2015, Van der Broek et
al. ont proposé une méthode de quantification de I'apoA-l et de I'apoB-100

automatisée par le spectrometre de masse Madi-Tof (57).

5.4)  Perspectives

Les différentes lignées Huh7 obtenues au laboratoire a I'état hétérozygote et
homozygote peuvent constituer des modeles cellulaires intéressants pour I’étude de la

FHBL. En effet, la technologie CRISPR-Cas9 est aujourd’hui un outil précieux intervenant
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dans la compréhension des mécanismes cellulaires impliqués dans les maladies
humaines. La maitrise de cette technique révolutionnaire permettra d’exploiter

pleinement son potentiel.

L'intérét du modele cellulaire HUH7 développé au laboratoire est qu’il possede des
récepteurs aux LDL (55). A I'avenir il pourrait étre intéressant de trouver une méthode
physique ou chimique afin de les bloquer et pouvoir ainsi étudier la quantité d’apoB
recapturée. L’analyse de la concentration intracellulaire sera d’autant plus pertinente
car il sera possible d’estimer la quantité réellement produite en déduisant celle

recapturée.

Par ailleurs, il a été décidé d’étudier une variation conduisant a la synthese d’une apoB
tronquée a 30%. Pendant ma période de stage, nous avons designé les ARN guides et
'ADN donneur. L'étude de ces clones permettra d’apporter des données
complémentaires en ciblant la zone limite de sécrétion des lipoprotéines contenant de
I’apoB tronquée (pour rappel, la plus petite sécrétée dans la circulation sanguine est

I'apoB-27,6).
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7. Conclusions générales

L'hypobétalipoprotéinémie familiale due a un défaut d'assemblage et de sécrétion des lipoprotéines de
type 2 (HBLF-SD2) est une pathologie génétique rare du métabolisme des lipides. Elle se définit par de faibles
concentrations plasmatiques de cholestérol total, de cholestérol LDL et d'apolipoprotéine B inférieures au 5e
percentile de la population générale. Le plus souvent, la forme primitive monogénique de transmission
autosomique semi-dominante est liée a des variations délétéres du géne APOB qui conduisent & la synthése de
protéines de plus petite taille appelées « troncatures ». En résultent des défauts dans I'assemblage et la sécrétion
des lipoprotéines provoquant la HBLF-SD2 avec des formes bi-alléliques ou mono-alléliques. Les patients HBLF-
SD2 mono-alléliques ont alors un risque six fois plus élevé de dévélopper une stéatose hépatique. L'étude de la
pathogénicité des variants de signification incertaine (VSI), faux sens ou troncatures tardives, est donc cruciale
pour confirmer le diagnostic et assurer une prise en charge adaptée des patients. Ainsi, I'objectif de cette étude
est d'étudier I'effet de VS|, identifiés chez des patients présentant une hypocholestérolémie, sur la production et
la sécrétion hépatique de I'apolipoprotéineB100.

Nous avons sélectionné deux variants du géne APOB. Le premier est issu de la littérature. !l conduit a la
synthése d’apoB89, la plus grande troncature de ['apolipoprotéine B retrouvée dans le plasma responsable
d’hypocholestérolémie : NM_000384.3(APOB) : ¢c.12181del p.(Glu4061fs). Le second variant a été identifié chez
un patient HBLF-SD2 de la cohorte de patients atteint d’hypocholestérolémie du laboratoire. II conduit a la
synthése d'apoB95: NM_000384.2 (APOB): c¢.12944 12959del, p.(Lys4315Argfs*29). Afin d’étudier
fonctionnellement ces variations, le génome des cellules hépatiques humaines HuH7 a &té modifié par la
technigue CRISPR-Cas9. Selon les conditions, un & trois clones cellulaires ont &été obtenus avec des variations a
I'état hétérozygote et homozygote proches de celles initialement ciblées. Les cellules ont été incubées avec de
i'acide oléigue pour stimuler leur production de VLDL. Puis les concentrations en apolipoprotéine B intracellulaire
et extracellulaire dans ont été quantifiées par un test ELISA. L'expression des transcrits APOB a été mesurée par
PCR quantitative.

L'étude des clones hétérozygotes et homozygotes pour les variations sélectionnées ont montré une
différence entre les résultats attendus et obtenus. Les concentrations intra et extracellulaires d’apolipoprotéine B
mesurées chez les clones apoB-89 hétérozygotes et homozygotes ne sont pas significativement différentes a
celles du Wild-type. Pour les clones apoB-95, les concentrations extracellulaires d’apolipoprotéine B mesurées

chez les hétérozygotes et homozygotes sont significativement supérieures au Wild-type, respectivement p=0,005
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4
et p=0,004. Pour les concentrations intracellulaires, seule celle du clone homozygote est significativement

superieure a celle du Wild-type, p=0,027. Cette étude montre donc que I'apoB-95 est plus sécrétée que 'apoB100.

L'hypobetalipoprotéinémie malgré raugmentation de sécrétion d’apoB-95 pourrait s'expliquer en partie
par le fait que les lipoprotéines contenant de I'apoB tronquée serait plus rapidement recaptées. En effet, les
changements de conformation dans la région de reconnaissance de 'apoB tronquée par les récepteurs LDL
augmenteraient leur affinité de liaisen au récepteur par rapport 2 'apoB100. L'étude de clones ayant des variations
proches mais difféerentes de celles des patients et les limites de la technologies CRISPR-Cas9 sont aussi a
prendre en compte.

Finalement, le modéle cellulaire édité par la technologie innovante CRISPR-Cas9 permet 'étude des
variations sur des génes de grandes tailles comme APOB. [l est cependant nécessaire de poursuivre des éfudes

cellulaires sur de nouveaux clones afin de comprendre d'avantage Jes mécanismes sous-jacents.

—~
Le Président de la thése, Vu et permis d'imprimer, Lyon, le A & C—\QCQ.(YY\\DNL 3\53\4_
Nom : Christine Vinciguerra Vu, le Directeur de lInstitut des Sciences Pharmaceutiques et
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6. Annexe

ApoB intracellulaire a T6 - Troncature 7,9% Hz+Ho
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Figure supplémentaire 1- Graphique de la quantité d'’ARNm et de la concentration d'apoB intracellulaire normalisée par mg
de protéines a T=6h pour les clones Hz et Ho T7,9%
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Figure supplémentaire 2- Graphique de la quantité d'’ARNm et de la concentration d'apoB extracellulaire normalisée par mg
de protéines a T=6h pour les clones Hz et Ho T7,9%
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ApoB intracellulaire a T6 - Troncature 89% Hz+Ho
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Figure supplémentaire 3- Graphique de la quantité d'’ARNm et de la concentration d'apoB intracellulaire normalisée par mg
de protéines a T=6h pour les clones Hz et Ho T89%
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Figure supplémentaire 4- Graphique de la quantité d'’ARNm et de la concentration d'apoB extracellulaire normalisée par mg
de protéines a T=6h pour les clones Hz et Ho T89%
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ApoB intracellulaire a T6 - Troncature 95% Hz+Ho
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Figure supplémentaire 5- Graphique de la quantité d'’ARNm et de la concentration d'apoB intracellulaire normalisée par mg
de protéines a T=6h pour les clones Hz et Ho T95%
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Figure supplémentaire 6- Graphique de la quantité d'’ARNm et de la concentration d'apoB extracellulaire normalisée par mg
de protéines a t=6h pour les clones Hz et Ho T95%
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VALEILLE Aurore

Influence de la taille de la troncature de I’apoB sur sa sécrétion : Etude via un modéle cellulaire édité par
CRISPR-Cas9

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2025, 79 p.

L’hypobetalipoprotéinémie se définit par des concentrations plasmatiques de cholestérol total, de cholestérol
LDL et d'apolipoprotéine B inférieures au 5™ percentile de celles observées en population générale. La forme
monogénique la plus fréquente est I’'HBLF-SD2, une hypocholestérolémie primitive rare de transmission autosomique
semi-dominante liée a des variants déléteres ou probablement délétéres du géne APOB empéchant la sécrétion
d’apolipoprotéine B (apoB). Les variants non-sens et les troncatures tardives découvertes chez des patients avec un
phénotype évoquant une HBLF-SD2 sont classés dans les variations de significations incertaines (VSI). L'objectif de cette
étude est d’évaluer I'effet de deux troncatures tardives mise en évidence chez des patients présentant une
hypocholestérolémie, sur la production et la sécrétion hépatique de I’'apoB-100.

Afin d’étudier fonctionnellement ces variations, le génome des cellules hépatiques humaines HuH7 a été
modifié par la technique CRISPR-Cas9. Des clones cellulaires ont été obtenus avec des variations a I'état hétérozygote
et homozygote proches de celles initialement ciblées. Apres incubation avec de I'acide oléique, le taux d’expression
d’ARN APOB a été quantifié par RT-qPCR, et les concentrations d’apoB-100 intra et extracellulaire ont été mesurée par
tests ELISA. Les résultats ont été normalisés par rapport au clone Wild-type.

Les concentrations intra et extracellulaires d’apolipoprotéine B mesurées chez les clones apoB-89
hétérozygotes et homozygotes ne sont pas significativement différentes a celles du Wild-type. Les concentrations
extracellulaires d’apolipoprotéine B mesurées chez les clones apoB-95 hétérozygotes et homozygotes sont
significativement plus élevées que celles du Wild-type, respectivement p=0,005 et p=0,004. Pour les concentrations
intracellulaires, seule celle du clone homozygote est significativement plus élevée a celle du Wild-type p=0,027. Ces
résultats suggerent que la présence de cette troncature apoB-95% est associée a une augmentation de la sécrétion
d’apoB-95 par rapport a I'apoB-100. L’hypocholestérolémie pourrait alors étre liée a une recapture plus importante.

Des études cellulaires complémentaires sur de nouveaux clones permettraient de mieux comprendre les
mécanismes mis en jeu et pouvoir évaluer la pathogénicité des variations étudiées.
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