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Introduction :

Les maladies cardiovasculaires sont la premiere cause de mortalité dans le monde
d’apres I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Les facteurs de risque de ces
maladies sont multiples et variés : tabac, alimentation, sédentarité, pression artérielle

ou encore dyslipidémies (1).

Les anomalies du métabolisme du cholestérol et des lipoprotéines constituent une
cause essentielle d’athérosclérose. L’athérosclérose est une pathologie artérielle, a
I'origine de la plupart des accidents cardiovasculaires graves. Elle se caractérise par le
dépot de plaques essentiellement composées de lipides sur la paroi des arteres.
Environ 80 % des cas de morts subites ont pour origine une rupture de plaque
d’athérome. La rupture d’une plagque peut notamment provoquer un infarctus du
myocarde (si 'athérome est localisé dans une artere coronaire), un accident vasculaire
cérébral (athérome au niveau d’une carotide) ou encore une artérite oblitérante des

membres inférieurs (2).

Il est donc important de comprendre et d’étudier ces facteurs de risques, afin de
pouvoir cibler la maladie et de pouvoir proposer une thérapeutique adaptée aux

patients : préventive et/ou curative.

L’hyperlipidémie combinée familiale (HCF) est I'une des dyslipidémies primaires les
plus prévalentes, bien qu’elle reste sous diagnostiquée et controversée dans sa
définition. L'HCF est caractérisée par une fluctuation du profil lipidique chez un individu
et certains membres de sa famille ; et se présente comme une hyperlipidémie mixte
avec une hypercholestérolémie et/ou une hypertriglycéridémie et des taux
anormalement élevés d’apolipoprotéine B (ApoB). L'HCF est une dyslipidémie
oligogénique, qui apparait du fait de l'interaction de plusieurs variants génétiques et

de facteurs environnementaux.
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Les patients atteints d’"HCF ont des risques accrus de maladies cardiovasculaires et de
mortalité, ainsi que d’autres comorbidités associées comme le diabete de type 2, la

stéatose hépatique ou le syndrome métabolique.

A I’heure actuelle, de nombreux points d’ombre persistent et le nombre d’études
concernant les HCF décroissent, notamment a cause des difficultés de diagnostic de la

maladie (3).

Il est vrai que les avancées technologiques des outils d’exploration génétique
permettent d’envisager une amélioration de la compréhension de la composante
génétique de la maladie, et par conséquent une amélioration du diagnostic par les

cliniciens.

L’étude présentée ici a été réalisée dans le cadre de mon stage de 5™ année de
pharmacie hospitalo-universitaire au sein du secteur Dyslipidémies du laboratoire de

biologie médicale multisite (LBMMS) des Hospices Civils de Lyon (HCL).

Ce projet intitulé IDOL, pour Improvement in Diagnosis of famililal cOmbined
hyperLipidemiA, correspond a une étude préliminaire pour évaluer lintérét de
I"utilisation d’une stratégie NGS explorant plus de 311 genes impliqués dans le

métabolisme des lipides dans le diagnostic moléculaire des HCF (4).

En collaboration avec le service clinique d’endocrinologie, le recueil rétrospectif de
données clinico-biologiques a permis d’identifier plus de 154 patients potentiellement
atteints d’HCF. Ces derniers ont di étre triés afin de les inclure dans I'étude s’ils
répondaient aux criteres. Par la suite, ils ont bénéficié d’'une analyse NGS ou d’une
réinterprétation de leurs données précédemment obtenues pour une autre indication
(exemple : patients initialement suspectés d’avoir une hypercholestérolémie familiale
(HF)). Lobjectif principal de cette étude est de mettre en évidence une cause

génétique qui pourrait favoriser I'apparition de I'HCF.

Page 19

JABER
(CC BY-NC-ND 2.0)



Premiérement une étude bibliographique explicitera le métabolisme des lipides dans

I"organisme, I’'HCF ainsi que le séquencage nouvelle génération. Dans une deuxieme

partie, le travail expérimental correspondant au projet IDOL sera présenté.
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PREMIERE PARTIE : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ET
ENJEUX DU TRAVAIL
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L. Métabolisme des lipoprotéines

La digestion, I'absorption et les sécrétions intestinales des graisses alimentaires sont
des étapes importantes pour maintenir I’'homéostasie lipidique et énergétique du

corps (5).

1. Lipoprotéines, Cholestérol & métabolisme

Le cholestérol et les triglycérides (TG) sont des lipides insolubles dans les milieux
biologiques aqueux. Ces derniers sont donc transportés en association avec des
protéines. Les lipoprotéines sont des particules sphériques complexes avec un corps
central hydrophobe contenant des esters de cholestérol et des TG, entouré par une
membrane hydrophile constituée de cholestérol libre, phospholipides et

d’apolipoprotéines qui facilite la formation et la fonction des lipoprotéines (6).

1.1. Leslipoprotéines:

Les lipoprotéines plasmatiques sont sphériques, de taille et composition variables. Les
7 classes de lipoprotéines sont définies en fonction de leur densité, leur taille, leur
composition en lipides et en apolipoprotéines : CM (chylomicrons), remnants de CM,
VLDL (very low density lipoproteins), IDL (intermediary density lipoproteins), LDL (low

density lipoproteins), HDL (high density lipoproteins) et Lp(a) (Lipoprotéine A) (6).
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Les remnants de CM, les VLDL, les IDL, les LDL et la Lp(a) ont tous des caractéres pro-

athérogenes contrairement aux HDL qui ont une fonction plutot antiathérogene.

Cholestérol
estérifié ‘S i Apoprotéine

Triglycérides

Phospholipide .

Cholestérol non estérifié

Figure 1 : Structure générale des lipoprotéines (7)

Les lipoprotéines sont caractérisées par la présence d’apolipoprotéines a leur surface
qui assurent la stabilité et contréle le devenir métabolique de la macromolécule (figure

1) (8).

Les apolipoprotéines ont 4 fonctions majeures : role structural ; activateur de ligands
pour les récepteurs aux lipoprotéines ; participation a la formation des lipoprotéines ;
activateur ou inhibiteur des enzymes impliqués dans le métabolisme des lipides

(tableau 1). Elles assurent la cohésion du complexe lipidique et sa solubilisation (9).
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Lipoprotéines

Chylomicrons

Chylomicron

Remnants

VLDL

IDL

LDL
HDL

Lp(a)

Densité (g/ml)

<0.930

0.930- 1.006

0.930- 1.006

1.006- 1.019

1.019-1.063
1.063-1.210

1.055-1.085

Taille (nm)

75-1200

30-80

30-80

25-35

18- 25
5-12

~30

Lipides
majeures

Triglycérides

Triglycérides
Cholestérol

Triglycérides

Triglycérides
Cholestérol
Cholestérol
Cholestérol
Phospholipides

Cholestérol

Apoprotéines
majoritaires
ApoB-48, Apo
C, Apo E, Apo A-
[, A-1l, A-IV

Apo B-48, Apo E

Apo B-100, Apo
E, Apo C

Apo B-100, Apo
E, Apo C

Apo B-100

Apo A-l, Apo A-
Il, Apo C, Apo E
Apo B-100, Apo
(a)

Tableau 1 : Caractéristiques physiques et chimiques des lipoprotéines plasmatiques

humaines (6)

Certaines apoprotéines sont spécifiques de certaines lipoprotéines :

I’ApoB-48 est

spécifique des CM, I'apoA-| est associée aux HDL et CM quant a I'apo-B-100 elle est

associée aux VLDL et au LDL.
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1.2. Les chylomicrons

Les CM intestinaux et les VLDL dérivés du foie représentent les deux classes de
lipoprotéines riches en TG responsables du transfert des lipides dans d’autres cellules

du corps.

La majorité des lipides absorbés est incorporée au sein de CM dans I'entérocyte
intestinal, sécrétée et transportée a travers le systeme lymphatique pour entrer dans
la circulation sanguine et ensuite étre livrée a divers tissus pour le stockage ou
I"utilisation d’énergie (8). Les CM sont notamment impliqués dans le transport des TG

alimentaires et du cholestérol vers les tissus périphériques et le foie (6).

Les TG sont les graisses les plus représentées dans I'alimentation, ils contribuent a 90-
95% de I’énergie totale des graisses alimentaires (ces dernieres étant également

constituées de cholestérol et de vitamines liposolubles).

L’activité de la lipase pancréatique sur les TG généere des 2-monoacylglycérols et des
acides gras (AG) qui formeront des micelles avec les acides biliaires afin de faciliter par
la suite leur absorption au niveau de la bordure en brosse le long de la membrane

apicale des entérocytes (10).

La taille des CM varie en fonction de la quantité de graisse ingérée lors d’un repas. Un
repas riche en graisse mene a la formation de grands CM du fait de la grande quantité
de TG transportée en opposition a une situation de jeline ou les CM transportent des

guantités plus faibles de TG (6).
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1.3. VLDL (very low density lipoproteins)

Les VLDL sont produits par le foie et sont riches en TG. L’ApoB-100, protéine
structurale, est contenue dans chaque VLDL. Les VLDL sont similaires aux CM et leur
taille varie selon la quantité de TG transportés. Quand la production de TG augmente

dans le foie la sécrétion des VLDL augmente (6).

En comparaison aux CM qui sont les médiateurs du transport des lipides issus de
I"alimentation, les VLDL assurent le transport des lipides endogénes vers les tissus
périphériques. La production des VLDL a besoin d’étre synchronisée avec leur
élimination, afin d’éviter la stéatose hépatique ou encore une trop grande
concentration de ces derniers dans le sang (11). Une fois dans la circulation les VLDL
sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL) pour générer par la suite des IDL

(intermediate density lipoproteins).
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1.4. LesLDL

Les LDL sont des particules enrichies en cholestérol qui dérivent des VLDL et des IDL.
Ils transportent la majorité du cholestérol qui se trouve dans la circulation.
L’apolipoprotéine majoritaire est la B-100 et chaque LDL contient cette molécule. Les
particules de LDL petites et denses sont considérées comme pro-athérogenes
contrairement aux grandes particules de LDL. Les particules de LDL petites et denses
ont une affinité moindre pour les récepteurs LDL d’ou leurs rétentions prolongées dans

la circulation (6).

De maniere simplifiée les particules de LDL ont le role de transport du cholestérol du
foie vers les tissus périphériques. Le foie possede 70 % des récepteurs au LDL-
cholestérol de I'organisme. La présence de variant délétere sur le gene LDLR a I'état

homozygote ou hétérozygote peut conduire a I'HF.

L'HF est une maladie tres athérogene par défaut d’épuration plasmatique du LDL-
cholestérol. C'est grace aux récepteurs LDL notamment que le cholestérol entre dans

les cellules ou il sera stabilisé par une estérification.

S’ajoutant au cholestérol alimentaire, du cholestérol endogene est synthétisé par le
foie grace a une enzyme clé, 'HMGCoA réductase. En cas d’excés de cholestérol
intracellulaire, les cellules diminuent le nombre de leurs récepteurs LDL de surface, ce

qui peut conduire a une augmentation de la concentration de LDL-cholestérol circulant

(7).
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1.5. Les HDL:

Les particules d’HDL sont enrichies en cholestérol et phospholipides. Ces dernieres
sont des particules importantes dans le transport « reverse » du cholestérol des tissus

périphériques au foie, illustrant leur caractere antiathérogene.

Les particules d'HDL ont un caractere antioxydant, anti-inflammatoire,
antithrombotique et anti-apoptotique; ce qui contribuerait a leurs capacités

d’inhibition de I’athérosclérose.

Le réle des particules HDL est de redistribuer le cholestérol des cellules périphériques
vers le foie. Des particules circulantes précurseurs des particules matures d’HDL vont
récupérer au niveau des cellules périphériques le cholestérol. Le foie a ainsi un role
fondamental pour permettre a I'organisme d’éliminer du cholestérol. Dans le tube
digestif, une partie du cholestérol va étre réabsorbée et retourner au foie, assurant

ainsi un cycle entéro-hépatique. L'autre partie du cholestérol sera éliminée (6).
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1.6. Conclusion

La corrélation entre les dyslipidémies (anomalies du métabolisme des lipides) et les
retentissements cardiovasculaires, est connu et démontré d’apres plusieurs
recherches (12) (13) (14). Le métabolisme des lipoprotéines est donc important a
prendre en compte car c’est un processus finement régulé qui permet de maintenir

une homéostasie primordiale chez I’'homme.

Concernant les dyslipidémies, ces dernieres peuvent étre secondaires et reliées a

d’autres maladies, ou primaire et dii a des facteurs génétiques.
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II. Hyperlipidémie combinée familiale

1. Introduction

L'HCF est I'une des dyslipidémies primaires les plus prévalentes. Cette derniére est
caractérisée par une fluctuation du profil lipidique (chez un méme patient et au sein

d’'une méme famille).

L'HCF résulterait de I'interaction de plusieurs variants génétiques, fréquents ou rares,
mais aussi des facteurs environnementaux. Les patients atteints d’"HCF ont des risques
accrus de mortalité (maladie cardiovasculaires, comorbidités associées a d’autres

troubles métaboliques).

Certains groupes ethniques sont particulierement prédisposés a I'HCF, comme |'a
montré Paramsothy et al. dans une étude aux Etats-Unis, avec une prévalence de 4,8%

qui a été rapportée dans les populations hispaniques (15) (16).

Cependant le nombre d’études se focalisant sur I'épidémiologie, la génétique, la
physiopathologie et le traitement des HCF a tendance a diminuer. En effet de moins en

moins d’articles liés a I’'HCF sont publiés sur Pubmed depuis 2007 (3).

Cet intérét décroissant est notamment di au fait que la maladie est de nature
complexe et de définition clinique hétérogene, ce qui rend notamment difficile

I’estimation de son diagnostic (3).
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2. Critere diagnostique :

Au cours des années, plusieurs criteres de diagnostic ont été proposés pour I’'HCF (17).
De maniere classique, le phénotype qui décrit I'HCF comprend une
hypercholestérolémie isolée ou une hypertriglycéridémie ou un profil dit « mixte »
(hypercholestérolémie et hypertriglycéridémie). A cela s’ajoute une histoire familiale
avec un parent du 1*" degré ayant une maladie artérielle prématurée ( a I’exclusion des
autres causes de dyslipidémies) (18). Récemment, le fait d’avoir des concentrations
élevées d’ApoB a été inclus dans les critéres diagnostiques (taux >1.2 g/L), car son
élévation est tres évocatrice de I’'HCF en comparaison a I’HF ou I’hypercholestérolémie

par augmentation des IDL (de classe Il d’apres la classification de Frederickson) (19).

De par sa nature oligogénique, les tests génétiques de I'HCF ne sont pas encore utilisés
en diagnostic (20) (21) (22). En effet la variabilité clinique inter/intra-patients et le
caractere multifactoriel de la pathologie rendent difficile le diagnostic génétique : il
semblerait que la variation d’un gene a elle seule ne peut pas, a priori étre responsable
du phénotype d’un patient HCF. De plus les critéres diagnostiques ne sont pas
homogenes (23) (24) (25). Le diagnostic est donc établi a I'aide des antécédents

personnels et familiaux et de I’évolution clinique du patient (20) (26).
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3. Physiopathologie de 'HCF

3.1. Lipogenése, Boxydation et tissus adipocytaires

Un déséquilibre entre la lipogenése et la Boxydation est rencontré chez des patients
souffrant d’HCF, ce qui engendre une accumulation de graisse hépatique et une

surproduction de VLDL chez ces derniers (27).

Le dysfonctionnement du tissus adipeux est quant a lui lié a une surproduction d’AG,
ce dysfonctionnement mene de surcroit a une augmentation de la synthese des

lipoprotéines (28) (22).

3.2. Altérations de la sécrétion et de la dégradation de lipoprotéines

Une synthése normale ou élevée d’ApoB est souvent observée chez les patients
atteints d’HCF (29) (30). Des altérations de la dégradation de lipoprotéines contenant
de I’ApoB ont également été observés chez ces derniers (3). Ces altérations peuvent
étre dues a une résistance a l'insuline, a un défaut de clairance de I’ApoB ou a une
augmentation de la régulation négative des LDLR, qui participeraient ainsi a ces taux

élevés d’ApoB (21) (28) (31).

Concernant les ApoC, Il a été montré qu’une augmentation des taux de production
d’apoC-Il et C-lll retrouvée chez certains patients HCF a une influence sur la cinétique

et la concentration des lipoprotéines riches en TG, incluant VLDL1 et 2 (32).
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4. Comorbidités métaboliques dans I'HCF

L'HCF est souvent associée a de nombreuses maladies métaboliques comme le diabete

de type 2, la stéatose hépatique et le syndrome métabolique (3).

Le syndrome métabolique est un trouble recoupant de nombreuses anomalies telles

que 'obésité abdominale, I'hypertension, la dyslipidémie et I'hyperglycémie (33).

5. Conséquences cliniques

L'HCF est liée a un risque accru de maladies cardiovasculaires, les patients sont
d’avantages exposés aux maladies coronaires comme l'infarctus du myocarde (IDM) (22)

(34).

L'HCF est responsable de [I'accroissement de [I'athérosclérose coronaire.
L’athérosclérose contribue a plus de 20% des accidents cardiovasculaires chez les

hommes de moins de 60 ans (23) (35).

Des patients connus atteints d’HCF, et leurs familles au profil lipidique normal (dont
leurs conjoints), ont été inclus dans une cohorte de 1998 a 2005 (596 personnes) et
ont été convoqués pour un suivi clinique avec pour objectif de déterminer leurs
surrisques d’incidence de maladies cardiovasculaires (coronaropathies, AVC
ischémique, maladies périphériques des artéres nécessitant un traitement invasif) en

termes d’incidence.

Concernant les résultats, I'incidence cumulée des maladies cardiovasculaires était
significativement plus élevée chez les patients HCF par rapport aux conjoints (23.6%

versus 4.7%) (36).
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En conclusion, le risque d’apparition de maladies cardiovasculaires est
significativement plus élevé chez les patients HCF malgré la prise de mesures
préventives (figure 2). Ces résultats suggérent donc l'utilisation d’un traitement plus
agressif afin d’éviter les risques de maladies cardiovasculaire chez les patients HCF (36).
Etant donné la gravité de leur maladie, ces derniers nécessitent donc une prise en
charge globale: il serait donc intéressant de reconnaitre le phénotype HCF via

séquencage génétique pour une prise en charge optimale.

9 = FCHL patients; HR: 5.4 (2.0-14.6), p=0.001
O 304 — NL relatives; HR: 1.3 (0.5-3.6), p=0.61
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Figure 2 : Incidence des maladies cardiovasculaire chez des patients atteint d’"HCF,
des profils normaux et leurs conjoints (36).
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6. Caractérisation génétique :

6.1. Introduction

De maniére générale la caractérisation génétique de I'HCF est définie comme un
trouble lipidique oligogénique de caractére assez variable (20) (21). De récentes études
ont pu cependant identifier certains variants génétiques redondants chez les patients

atteints d’"HCF.

6.2. Genes impliqués dans HCF

Des études récentes décrivent de nombreuses altérations génétiques sur plusieurs

genes qui contribueraient a I'induction des phénotypes des malades HCF.

Ces altérations génétiques présentent des ségrégations indépendantes sur les
différents chromosomes, qui impactent les degrés d’expression dans les membres de
la famille atteints, d’ou I'expression hétérogene des signes cliniques méme avec des
liens de parentés: les symptomes varient d’'un membre a l'autre dans une famille

atteinte d’HCF.

Grace a plusieurs études familiales, Brahm et al. (20) ont pu établir une liste d’environ

40 genes et locus reliés a I’'HCF (tableau 2).

Un locus particulier a été décrit chez des individus atteints d’"HCF de populations
ethniques différentes. Ce locus a été cartographié sur le chromosome 1q21-23 (37).
Ces régions incluent plusieurs genes qui contribueraient au phénotype HCF, incluant
notamment un géne codant pour le facteur de transcription USF1 (upstream

transcription factor 1 gene) (20).
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Locus
Chromosome
1p31

1p327

1p36

19q21-g23

1922-q23

1931

1q41-g42

Géne

ANGPTL3

PCSK9

TNFRSF1B

USF1

CRABP2

RXRG

ATF6

LEPR

GALNT2

Nom

Angiopoietin-like 3

Proprotein convertase
subtilisin/
kexin type 9

Tumor necrosis factor
receptor

superfamily member
1B

Upstream
transcription factor

Cellular retinoic acid-
binding protein 2

Retinoid X receptory

Activating
transcription factor 6

Leptin receptor

UDP-N-acetyl-a-
Dgalactosamine:
Polypeptide
Nacetylgalactos-
aminyl
transferase 2

Identifié
par

GWAS
targeted
sequencing

Linkage ;

GWAS

Linkage ;
GWAS

Linkage

Linkage

Linkage

Linkage

GWAS

GWAS

Fonction de la
protéine
Exprimé dans le foie ;
Partie N-terminal
impliqué dans le
métabolisme des
lipoprotéines ; gene
causal dans les HCF
Lie et favorise la
dégradation lysosomal de
LDLR ; géne causal dans
I'nypercholestérolémie
Protecteur contre le
stress oxydatif en
stimulant les voies anti
oxydative ; impliqué dans
I'ischémie-induit dans la
néovascularisation
Facteur de transcription
pour plusieurs génes
impliqués dans le
métabolisme des
lipoprotéines
Facilite-la
liaison/signalisation de
I'acide rétinoique
Enhanceur de la fonction
liaison/transcription de
I'ADN de l'acide
rétinoique ; peut étre
impliqué dans
I'expression de LPL
Facteur de transcription
répondant au stress du
réticulum endoplasmique
; associé aux niveaux de
cholestérol sanguin
Régulation du
métabolisme des graisse
via interaction avec la
leptine
Impliqué dans la
biosynthéese
d'oligosaccharides de
plusieurs molécules
comme apoC-lll,
récepteurs aux VLDL et
LDL
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2p23

2p23-p24 [14]

3p22

3p25 [15]

4pl6

4q22

4926

5g33

7q21

8p21.3

8q24

GCKR

APOB

OSBPL10

PPARG

ADD1

KLHL8

FABP2

TIMD4

PON1

LPL

TRIB1

Glucokinase regulator
Linkage

Apo B

Oxysterol binding
protein-like 10

Peroxisome
proliferator-activated
receptor gamma

Adducin 1

Kelch-like family

member 8

Fatty acid binding
protein 2

T-cell immunoglobulin
and mucin
domain containing 4

Paraoxonase 1

Lipoprotein lipase

Tribbles pseudokinase
1

GWAS

GWAS;
targeted
sequencing

NR

Linkage

Linkage

GWAS];
targeted
sequencing
GWAS

GWAS;
targeted
sequencing

NR

Linkage;
GWAS;
targeted
sequencing

GWAS;
targeted
sequencing

Inhibe la glucokinase
dans le foie et les ilots
cellulaires pancréatiques
Protéine principale des
CM, VLDL, LDL, deux
isoformes d'ApoB-48 et
ApoB-100 ; gene causal
dans le variant
défectueux ApoB de I'HF

Récepteur de lipide
intracellulaire ; peut étre
impliqué dans la
lipogenese hépatique et
la production de VLDL
Récepteur nucléaire et
facteur de transcription ;
régule la différenciation
adipocytaire et
I'homéostasie du glucose
; gene causal pour la
lipodystrophie familial
partielle de type 3
Protéine du
cytosquelette, expression
ubiquitine

Non connu

Impliqué dans
I'absorption, le
métabolisme et le
transport des AG a
longue chaine
Non connu

Médiation de la
protection enzymatique
des LDL contre le stress

oxydatif

Hydrolyse les

triglycérides du
chylomicron et du VLDL

et dirige I'absorption

dans les tissus adipeux,
cardiaque et musculaire
Module la production de
lipoprotéines hépatiques
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10921 PCDH15 Protocadherin-related  Association Protéine d'adhésion
15 cellulaire dépendante du
calcium dans le foie et le
pancréas ; essentiel pour
la fonction rétinienne et

cochléaire
10925 TCF7L2 Transcription factor 7- = Association Réle dans la signalisation
like 2 Whnt (famille de

glycoprotéines), impliqué
dans I'homéostasie

glycémique
11p15 PNPLA2 Patatin-like Linkage Catalyse la premiére
phospholipase domain étape de I'hydrolyse des
containing 2 triglycérides dans le tissu
adipeux ; associé a
I'hépatostéatose
11q12-q13 FADS1-2-3 Fatty acid desaturases = Linkage; Régule la désaturation
1,2and 3 GWAS des acides gras ; peut-
étre régulé par USF1
11923-24 APOA1-C3-A4-A5 ApoA-1, apoC-lll, Linkage; Apo-Al : composant HDL
gene cluster apoA-IV; apoAV GWAS majeur ; favorise |'efflux

de cholestérol vers le foie
pour I'excrétion ;
cofacteur pour LCAT ;
ApoC-lll : composant de
VLDL, inhibe la LPL et HL ;
peut ralentir le
catabolisme des
triglycérides les
lipoprotéines ; apoA-IV:
role principal dans la
formation de
chylomicrons intestin;
Activateur LCAT; apoA-V:
régule les niveaux de
triglycérides
plasmatiques comme
enhanceur de LPL
12p13 APOBEC1 ApoB mRNA editing Candidate Impliqué dans le

enzyme, gene traitement de I'ARNm

catalytic polypeptide 1 d'ApoB dans l'intestin

gréle
15g21-23 LIPC Hepatic lipase Linkage; Hydrolyse les
GWAS triglycérides et peut

relier les récepteurs
d'absorption des
lipoprotéines ; géne
causal dans le déficit
hépatique en lipase
16q13 CETP Cholesteryl ester Linkage; Transfere les lipides
transfer protein GWAS entre HDL et d'autres
lipoprotéines ; gene
causal dans le déficit en
protéine de transfert
d'ester de cholestérol
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16922

16q23-24

16924

19p13

19p13

19q13

19p13

20q13

22q13

LCAT

WWOoX

FOXC2

CiLP2

LDLR

APOE

CERS4

HNF4

PPARA

Lecithin-cholesterol
acyltransferase

WW domain
containing
oxidoreductase

Forkhead box C2

Cartilage intermediate
layer protein 2

LDL receptor

Apo E

Ceramide synthase 4
Linkage

Hepatocyte nuclear
factor 4a

Peroxisome
proliferator-activated
receptor a

Linkage;
GWAS

Linkage

Linkage

GWAS
targeted
sequencing
GWAS ;
targeted
sequencing

GWAS ;
linkage

GWAS

Linkage;
GWAS

GWAS

Estérifie le cholestérol
pour le transport inverse
du cholestérol ; géne
causal dans le déficit en
|écithine-cholestérol
acyltransférase
Roéle dans l'induction de
I'apoptose

Facteur de transcription
pouvant jouer un role
dans le tissu
mésenchymateux
Non connu

Se lie aux LDL et les
transporte dans les
cellules par endocytose ;
principalement exprimé
sur les hépatocytes ;
géne causal de
I'hypercholestérolémie
familiale
Apolipoprotéine majeure
dans plusieurs classes de
lipoprotéines ; ligand
pour LDL ApoB / E
récepteur ; impliqué dans
les remnants
Impliqué dans la
synthése des céramides ;
régulé par la leptine
Facteur de transcription
régulant les taux sériques
de lipide et de glucose ;
Gene responsable du
diabete de type 1
Facteur de transcription
nucléaire impliqué dans
le cholestérol et les
lipides métabolisme

Tableau 2 : Génes sélectionnés comme étant liés et/ou associés a 'HCF d’apreés

Brahm AJ et Al. (20)
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6.3. Précisions concernant certains genes d’intéréts de I'HCF

6.3.1. LDLR, PCSK9, APOB & APOE

Les genes LDLR, PCSK9, APOB et APOE sont causals d’HF et sont pourtant retrouvés dans

le tableau 2 décrivant les genes impliqués dans I’'HCF. En effet des variants LDLR et PCSK9

ont été associés a des concentrations élevées de LDLc dans I'HCF (20).

Minicocci et al ont montré que plus de 5% de patients initialement identifiés comme
atteints d’HCF présentaient une variation délétere sur le gene LDLR et ont été reclassés
a posteriori comme patients atteints d’HF (38). L’élévation de la concentration en TG a
été considérée comme liée a l'association d’autres variants génétiques et/ou

environnementaux (20) (38).

La frontiere entre HCF et HF peut donc paraitre mince, expliquant ainsi la difficulté du

diagnostic.
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6.3.2. ANGPTL3

Une étude du génome a démontré un lien étroit entre le gene codant pour
I’angiopoietin-like protein 3 (ANGPTL3) et les concentrations de TG chez certains
patients HCF (39). ANGPTL3 est une protéine qui affecte les concentrations de TG dans
le sang en inhibant I'activité catalytique de la LPL. Des études chez des modeles
animaux et humains ont montré que l'inactivation d’ANGPTL3 faisait baisser les taux
de TG, d’HDLc et de LDLc, et ainsi pourrait diminuer les risques d’athérosclérose dans
les maladies cardiovasculaires (40). Cependant le role potentiellement protecteur de
I'inactivation d’ANGPTL3 chez les patients HCF n’a pas été déterminé (3,38). Il serait
intéressant de connaitre |'effet d’un gain de fonction d’ANGPTL3 qui au contraire

pourrait potentiellement faire augmenter les taux de TG.

6.3.3. Le facteur de transcription USF1

USF1 code un facteur de transcription qui régule plus de 40 genes impliqués dans le
métabolisme des lipides, des lipoprotéines, mais aussi de la réponse immunitaire. Il est
localisé a plus de 1.5Mb de TXNIP, un gene lié a I'hyperlipidémie mixte chez la souris
(22) (24). USF1 code un facteur de transcription basique hélice-boucle-hélice leucine

zipper 3 qui lie une séquence palindromique E-box (Enhanceur box).

USF1 a été décrit en premier par Sawadogo et Al. comme un point majeur dans la
réplication des adénovirus (42). Son réle dans la régulation du métabolisme des lipides
et du glucose n’a été reporté que plus tardivement. USF1 a été décrit comme
régulateur de l'expression de la L-pyruvate kinase, de la synthese d’AG, de la
glucokinase mais aussi de I’'apoA-V, apoC-lll, apoA-Il, apoE ainsi qui d’autres enzymes

impliguées dans les lipides (43) (44).
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Une comparaison de I'expression d’USF1 dans les muscles et les tissus adipeux a mis
en évidence 13 genes régulés par USF1 : FASD,3 FABP2, FOLH1, MADD, NR1H3, CETP,
LCAT, APOE et PLTP (45). Pajukanta et Al. caractérisent donc USF1 comme un trait
génétique majeur responsable d’HCF, qui sera démontré plus tard par Huertas-
Vazquez dans une population mexicaine (24) (46). En effet, un haplotype pour USF1
associé a la susceptibilité de développer de I’'HCF et I'hypertriglycéridémie familiale a
été identifié dans des familles mexicaines, avec cependant une association plus forte

pour I'"HCF (24) (46).

Le rbéle d’USF1 dans la pathogénicité des HCF n’a cependant pas encore été
completement élucidé. L'inactivation d’USF1 chez les souris meéne a une certaine
protection face aux dyslipidémies induites diététiqguement, a I'obésité, a la stéatose

hépatique et a I'athérosclérose.

Le mécanisme proposé est lié a une augmentation des TG absorbés par le tissu adipeux
brun via un mécanisme LPL dépendant, qui induit une réponse adrénergique et de la

thermogéneése (43).

Ces observations suggerent donc le role d’USF1 dans la physiopathologie de I'HCF,
cependant l'identification précise des mécanismes nécessite d’autres études chez

’lhomme atteint d’HCF.
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6.4. CREB3L3

La famille de facteurs de transcription CREB3 (comprenant CREB3, CREB3L1 a L4) régule
I’expression d’une large variété de genes jouant un role dans le métabolisme des
lipides, la différenciation, I'autorégulation d’organites ou encore la sécrétion de
protéines (47). Ce géne n’est pas répertorié dans le tableau 2 répertoriant les génes
décrits comme intervenant dans 'HCF, CREB3L3 est cependant décrit chez 'homme

comme intervenant dans le métabolisme des TG d’apreés plusieurs études (48) (49).

CREB3L3 (aussi appelé CREB-H) a été décrit a l'origine en tant que facteur de
transcription exprimé de maniere spécifique dans le foie (50). Les réles de CREB3L3
incluent le métabolisme des TG dans le foie, la réduction de I'absorption du cholestérol
et le métabolisme du glucose et des lipides (51) (52) (53) (54). L'expression de CREB3L3
est régulée par un certain nombre de récepteurs nucléaires, comprenant PPARa (55),

HNF4a (56), le récepteur aux glucocorticoides (57) et ERRy (58).

Dans une étude de Ruppert et al. (59), une analyse de I'expression génomique
d’échantillons de foie de souris CREB3L3 -/- ayant été soumis a un régime cétogene
(faible consommation de glucides en faveur d’un apport plus important de lipides) a
été réalisée. Cette analyse a souligné la pertinence de CREB3L3 dans la régulation du
métabolisme des apolipoprotéines. En effet les souris avec knock-out hépatique
CREB3L3 ont présenté une hyperlipidémie due a une augmentation des niveaux
d'expression de genes liés a la synthése du cholestérol en comparaison aux souris

témoins (59) (60).

L'importance de CREB3L3 dans la régulation du métabolisme des apolipoprotéines et
du PPARa en tant que régulateur principal du métabolisme intracellulaire des lipides a
également été mise en évidence chez la souris. Un petit nombre de genes, dont Fgf21

et Mfsd2a, étaient sous le double controle de PPARa et CREB3L3 (61) (62).
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En conclusion ces données indiquent que I'inactivation de CREB3L3 (CREB3L3-/-) chez
la souris dissocie les effets métaboliques hépato prolifératifs et lipidiques du PPARa.
Globalement, a I'exception de la régulation partagée d'un nombre tres limité de genes,
les roles de PPARa et CREB3L3 dans le métabolisme des lipides hépatiques sont

clairement distincts et dépendent fortement du statut alimentaire.

Chez 'homme apres revue de la littérature scientifique, plusieurs études se sont
intéressées a la corrélation entre des patients présentant des hypertriglycéridémies
séveres et des variants rares hétérozygotes responsables de pertes de fonctions. Il est
intéressant de noter que ces articles relient des pertes de fonction CREB3L3 et

I"hypertriglycéridémie (avec au moins un épisode sévére) (48) (49) (63) (64) (65).
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II1. Le séquencage de ’ADN

Le diagnostic génétique des maladies héréditaires occupe actuellement une place
prépondérante en matiere de conseil génétique. Dans le cadre des dyslipidémies, en
plus des examens cliniques et des analyses biologiques de routine (bilan lipidique) le
praticien pourra aussi avoir recours a des explorations génétiques. Ces dernieres visent
a rechercher des anomalies pathogénes sur des genes candidats, en comparant la

séquence nucléotidique du patient a une séquence de référence.

1. Les différents types de mutations

De maniere générale on distingue 3 grandes classes de mutations : les substitutions

nucléotidiques, les insertions/délétions de quelques nucléotides (figure 3) (66).

Variations ponctuelles Variations du nombre de copies
(CNV)

OO s

TTAAG

aarrc Substitution
arlil

N L

TITTT TTTT . Délétion d’un ou plusieurs exons
AACTC ‘AATC Deletlon
FEEEES il
TTAGAG
AATCTC i 4|1H2H3H3H4H5H5|*
133ctc Insertion

Duplication d’un ou plusieurs exons

Figure 3 : Les différents types de variations de ’ADN
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Les substitutions nucléotidiques représentent environ 70 % des variations : on
distingue les transitions ou I'on observe le remplacement d’une base pyrimidigque ou
purique par une autre base de méme nature et les transversions qui sont le

remplacement d’une base purique par une base pyrimidique, ou inversement.

Les substitutions nucléotidiques peuvent étre induites par I'environnement parfois
mutagéne (rayonnements et radiations, substances chimiques, ...), par le métabolisme
endogeéne, mais peut également étre la conséquence d’erreurs dites « de novo » qui
apparaissent spontanément lors de la réplication de I’ADN, qui sont non détectées et

corrigées par les systemes de réparation de I’ADN.

Les délétions ou les insertions d’un ou plusieurs nucléotides représentent environ 25
% des anomalies répertoriées dans la base de données HGMD (67). Des délétions ou
insertions n’étant pas multiples de trois bases entrainent au niveau des séquences
codantes un décalage du cadre de lecture (frame shift) qui peut aboutir a I'apparition
d’un codon Stop qui est dit prématuré engendrant éventuellement une protéine
tronquée, la plupart du temps non fonctionnelle ou instable avec une dégradation

prématurée.

Dans un cas de figure de délétions ou insertions de trois bases ou d’'un multiple de trois
bases, la protéine codée présentera une délétion ou une insertion d’un ou plusieurs
acides aminés avec un cadre de lecture conservé. La traduction de cette séquence
anormale peut aboutir a une protéine non fonctionnelle si la variation est située dans
un endroit clef de I'activité protéique (comme le site actif) ou si la variation induit une

modification conformationnelle majeure.
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2. Techniques de séquencage de 'ADN

2.1. Laméthode Sanger

Frederick Sanger, pionnier du séquencage génétique, a mis au point le séquencage
direct de I’ADN pour la mise en évidence de variations ponctuelles en 1977 (68). Le
principe est basé sur l'interruption de I’élongation du brin d’ADN complémentaire

c’est-a-dire un arrét de la synthese enzymatique du brin d’ADN.

Il'y a une premiere étape de dénaturation de I’ADN par la chaleur qui entraine la
séparation des deux brins et donc un passage a un ADN monocaténaire. L'amplicon a
séquencer est incubé avec une courte amorce oligonucléotidique servant de point de
départ pour la synthése du nouveau brin. On ajoute dans le milieu une ADN
polymérase, des désoxynucléotides classiques (dNTP) et des didésoxynucléotides
(ddNTP) en concentration plus faible (figure 4) qui vont permettre I'étape de
polymérisation qui correspond au clonage partiel du brin d’ADN apres I'ajout d’une
amorce. L'incorporation des ddNTP dans le brin en cours de synthése sera responsable
d’un arrét de I"élongation due a I'absence de groupement OH en 3’ du désoxyribose

(69).
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Séquenase (ADN polymérase) Nucléotides dNTP

/ dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
N %1 poa

Gy VN MG

Didésoxyribonucléotides ddNTP
ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP

Mmmmwm

Figure 4 : Méthode Sanger, les dNTP et ddNTP. (70)

Ainsi, la longueur des fragments obtenus sera fonction du point d’insertion du ddNTP
et la séparation de ces fragments par migration dans un gel d’acrylamide par exemple

permettra la lecture de la séquence du gene.

En 1986, une évolution de la méthode Sanger est mise au point (71). Les ddNTP
incorporés sont marqués par un fluorophore spécifique. Ainsi nous avons différents
fragments d’ADN qui portent en 3’ ce fluorophore, dont la longueur d’onde d’émission
est spécifique du ddNTP incorporé. Cette évolution a permis I'automatisation du
séquencgage par séparation des fragments par électrophorese capillaire. On obtient
alors un fluorogramme qui peut étre aligné contre la séquence de référence via un

logiciel d’alignement pour permettre la mise en évidence des variants.

Cette technique est toujours considérée comme une technique de référence pour la
détection de variations dites ponctuelles. Cependant cette technique est uniguement
gualitative : le produit de PCR n’est pas quantifié, on ne peut donc pas savoir si les deux
alleles ont été amplifiés. Des faux négatifs peuvent étre détectés soit en cas de délétion
hétérozygote avec un des deux sites de fixation des amorces ou lors de variations dites

ponctuelles qui empéchent la fixation d’au moins une des deux amorces.
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2.2. Leséquencage haut débit

En 2006, le monde scientifique a vu I'émergence de nouvelles techniques de
séquencage dites « haut débit » ou encore « nouvelle génération » avec I'acronyme
NGS (figure 5). Cette technique permet de séquencer un grand nombre de genes en
méme temps de maniére tres rapide. Ces progres sont les résultats du développement
d’algorithmes bio-informatiques et du développement de techniques d’amplifications

clonales (72) (73).

(_(.‘; acttegreaaa
»

i

&""’& acgtaccgtaa

» gctaccttaag

acctaggectt E(u“:ua&

&

N Q\v

Figure 5 : Schéma général du séquencage haut débit (70)

Lors du séquencage haut débit, une premiere étape de préparation de fragments
d’ADN est nécessaire. Cette préparation mene a ce que nous appelons une « librairie »

ou « banque » d’acides nucléiques (ADN ou ADN complémentaire)(71).

Les librairies sont construites par fragmentation des échantillons d’ADN génomique.
Ces fragments seront ensuite immobilisés sur un support solide afin de réaliser des
millions de séquencages simultanés. Au préalable, ces fragments d’ADN sont ligaturés

a leurs extrémités 3’ et 5’ afin de les identifier via :

- Des adaptateurs, ce sont des oligonucléotides synthétiques de séquence
connue mis au bout de ces fragments d’ADN.
- Des « codes-barres » qui sont de courtes séquences d’une vingtaine de paires

de base, permettant aprés I'analyse, de réattribuer ’ADN a un patient donné.
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Cette librairie devra subir une étape de purification afin d’éliminer tous les

contaminants comme les amorces, nucléotides ou enzymes résiduels (74).
Concernant la démarche générale du séquencgage haut débit, on retrouve :

L’amplification clonale : c’est I"'amplification des librairies, nécessaire afin qu’elles
puissent étre détectées par le séquenceur. Un grand nombre de fragments est alors

amplifié (75).

Le séquengage : apres I'amplification clonale, les fragments vont subir de maniere
simultanée la réaction de séquencage. Un signal sera détecté par l'appareil et
correspondra a la somme des signaux émis par chacun des fragments lors de
I'incorporation d’un nucléotide. L'étape de séquencage est ici basée sur des cycles
durant lesquels les nucléotides sont ajoutés un a un en alternance avec une étape de
lavage. On quantifie ensuite pour chaque position le nombre de lectures pour chaque

base (A, C, G, T) (75).

L’analyse bio-informatique : aboutissant a l'alignement des séquences et a la

comparaison a une référence afin de mettre en évidence les variations.

Le séquencage haut débit génere une grande quantité de données qu’il faut par la suite
traiter. Des outils de bio-informatiques permettant le traitement de ces données se
sont donc développés. Le « pipeline » bio-informatique est I'ensemble des étapes qui
vont permettre le traitement de ces données dites « brutes » pour arriver a la
détection d’altérations génomiques. Le signal issu du séquenceur est aligné sur un
génome de référence, une comparaison a celui-ci permet I'identification de variations,

ou variants. Ces derniers sont ensuite interprétés et triés.
Le pipeline bio-informatique peut étre divisé en quatre étapes principales :
- L’appel des bases ou « base-calling »

- L’alignement au génome de référence
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- L’appel ou l'identification des variants par comparaison au génome de référence

- ’annotation des variants et leur filtre

Ces étapes nécessitent des compétences statistiques et informatiques de pointe, et
sont généralement réalisées par des organismes dédiés en interne (tel que le Service

de Biostatistiques des Hospices Civils de Lyon) ou externes (telle que la société SOPHIA

GENETICS™).
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2.3. Latechnologie Illumina

Nous allons nous intéresser a I'amplification sur phase solide utilisée par la technologie

[llumina (figure 6), qui est celle utilisée en laboratoire pour le projet IDOL.

llumina

Librairie 2 Cluster 1 Cluster 2
Librairie 1

;e A n][['fnu'nn] nlﬂ[llﬂ Iulnu'n” l'# IHi

u||lu'|“ l]lllllllu un”ln'l" Iyt

Figure 6 : Amplification sur support solide (70)

Toutes les étapes enzymatiques de la technique prennent place sur un milieu solide
qgue I'on appelle un « flow-cell ». On a premierement génération d’une banque d’ADN
double brin a partir de I'échantillon a analyser par fractionnement aléatoire en
séquences de 200 pb. Ensuite sont ajoutés des adaptateurs spécifiques aux extrémités
des ADN. Il y a dénaturation de I’ADN double brin en simple brin, puis fixation de

I’extrémité des simples brins aléatoirement a la surface du support solide (75).

Vient ensuite I'étape caractéristique de la technologie llumina, la « bridge » PCR en
phase solide. Il y a création d’un double brin, puis ce double brin est dénaturé. Chaque
brin fixé forme alors un pont en s'hybridant localement avec I'amorce complémentaire
de l'autre extrémité. Le brin complémentaire est synthétisé. L'opération est répétée
plusieurs fois pour permettre la formation de "cluster" du méme fragment d'ADN.

(Figure 7)
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b lllumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Sample preparation
DNA (5 ug)

and

Template
dNTPs
polymerase

Bridge amplification

Figure 7 : Principe de la « bridge PCR » appliqué a la technologie Illumina®. D’aprés
Metzker et al. (75)

Le séquencage par terminaison cyclique et réversible repose sur 'utilisation de dNTP
modifiés, a la fois par I'ajout d’un fluorophore et par I'ajout d’un groupement chimique
qui bloque de maniere temporaire I'élongation (3’-0-azidomethyl 2’-deoxynucleoside
triphosphates) (76) (77).

De plus, chaque base (A, T, C ou G) se voit attribuer un fluorophore qui lui est propre.
Par la suite, chaque nucléotide modifié est incorporé de fagon séquentielle et I'ajout
des 4 nucléotides correspond a un cycle de séquencage qui dure environ 5 minutes.
Aprés chaque cycle d’incorporation, l'identité de la base insérée est déterminée par
excitation du fluorophore par un laser et lecture de la fluorescence 78 émise.

Apres lecture, le groupement responsable de la fluorescence et de l'arrét de
I’élongation est hydrolysé par ajout d’'un dérivé de la phosphine. Cette étape permet
la régénération d’'un groupe 3’-hydroxyl permettant la reprise de I’élongation et
I'incorporation d’un nouveau nucléotide lors du prochain cycle de séquencage (76).

Le séquencage est réalisé en « paired-end » c’est-a-dire qu’un fragment est séquencé

dans les deux sens : dans I'un, puis grace a la réalisation d’'un pont comme pour
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I’amplification clonale, dans I'autre, soit par pair. La séquence de chacun des fragments
est déterminée par la succession des fluorescences obtenues a la suite des différents

cycles, les différents « clusters » seront repérés par leurs coordonnées géographiques

sur la lame de verre.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE
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1. Introduction

1.1. Contexte

L'utilisation du NGS dans le diagnostic des dyslipidémies monogéniques et
polygéniques est une stratégie en plein essor. Pour augmenter le nombre de genes
candidats recherchés, le laboratoire de dyslipidémie de Lyon a développé un diagnostic
génétique basé sur la méthode NGS Illumina combinée a un pipeline bio-informatique
développée par les Hospices Civils de Lyon (PaplLyon), qui permet d’explorer plus 311
geénes. La méthode inclut les génes impliqués dans toutes les dyslipidémies connues,
ceux qui régulent le métabolisme des lipides, ou encore identifiés comme associés a

des variations des taux de cholestérol et des TG (4).

Cette technique de NGS a été validée pour le diagnostic des hypercholestérolémies
familiales et des hypocholestérolémies (4). Contrairement aux dyslipidémies
monogéniques (78) (79), aucune stratégie diagnostique NGS n’a pas encore été décrite
pour les patients présentant une HCF. Des efforts sont donc nécessaires pour
comprendre les mécanismes moléculaires de I’HCF, et |a stratégie NGS peut nous étre

utile.
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1.2. Objectifs

Comme expliqué dans la premiere partie, actuellement environ 40 génes ont été
décrits comme associés a 'HCF (24), sans que leur role dans cette pathologie ne soit
pour autant entierement compris. De plus, il est également possible que d’autres genes

gui ne sont pas encore identifiés participent a la survenue de I’"HCF.

Ainsi, a I'aide d’'une approche translationnelle et d’une coopération étroite avec le
service clinique d’endocrinologie adulte du Pr Moulin, I'objectif de I'étude a été
d’évaluer la stratégie NGS développée au laboratoire dans les HCF. Ceci permettrait
d’acquérir de nouvelles connaissances dans la corrélation entre le génotype et le
phénotype pour cette pathologie, mais aussi éventuellement d’identifier de nouveaux

genes impliqués dans cette dyslipidémie (28).
Le nombre de sujets nécessaires a I'étude est d’'une quarantaine de patients.

- Premierement, un recrutement rétrospectif est réalisé : analyse des patients
ayant bénéficié d’'un séquencage pour HF et dont le diagnostic a été revu a postériori

(évolution du bilan lipidique, histoire familiale).

- Deuxiemement, mise en place d’'une phase prospective avec inclusion de

patients classés HCF et qui n’auraient pas encore bénéficié de séquencage NGS.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Inclusion des patients

La collaboration avec le service d’endocrinologie du Pr MOULIN nous a permis
d’obtenir un fichier Excel recensant 154 patients étiquetés HCF dans leur dossier
clinique Easily. Sur ce document Excel était renseignée la démographie du patient

(nom, prénom, sexe). Ce document a servi de base de travail.

2.1.1. Disponibilité bilan lipidique et historique médical

A 'aide du logiciel Glims (MIPS®) qui est un logiciel de traitement d’information
médicale, et notamment de bilans biologiques ; les bilans lipidiques les plus récents
des patients ont pu étre complétés sur le document Excel (date des bilans et
concentration en : Cholestérol Total (CT), TG, HDL-cholestérol, LDL-cholestérol calculé

par la formule de Friedewald, LDL-cholestérol mesuré par ultracentrifugation et ApoB).

Ensuite a l'aide des dossiers médicaux, des informations sur les traitements
hypolipémiants, le diabete et I'indice de masse corporelle (IMC) des patients ont été

complétées.
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2.1.2. Application des critéres d’inclusion

A 'aide de la fonction filtre du logiciel Excel, les patients correspondant aux critéeres de

I’étude ont été sélectionnés.

Les criteres de sélections de I'étude étant (4) :

-Au moins deux membres de la famille atteint (ce critére d’inclusion a été validé en
amont par le service clinique qui s’assurait qu’au moins deux membres de la famille

étaient touchés)
-TG > 1.5 mmol/L

- ApoB > 1.2g/L

2.1.3. Disponibilité de 'ADN du patient

Les patients, en fonction de leurs historiqgues médicaux, pouvaient déja avoir fait I'objet
dans le passé d’un séquencage de leurs ADN pour d’autres suspicions de dyslipidémies

(exemple : HF).

Ainsi, concernant la disponibilité en ADN des patients inclus, plusieurs cas se

présentaient a nous :

e ADN non disponibles (patients n’ayant pas dans le passé bénéficié d'un
séquencage ADN)

e ADN disponibles déja séquencés par technique lllumina (patients ayant dans le
passé bénéficié d’un séquencage ADN).

e ADN disponibles mais séquencés par des techniques différentes: Sanger;

Ampliseq (patients ayant dans le passé bénéficié d’'un séquencage ADN).
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Seuls les patients avec de I’ADN disponible en banque et ayant déja subi un séquencage
par les techniques Illumina ou Sanger ont été inclus. Les patients ayant été analysés

par des techniques Sanger seront inclus dans les séries lllumina réalisés par les

techniciennes du laboratoire.
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154 patients

Bilan lipidique Non N .
o > Exclusion
disponible
. . Non
Eligible aux criteres .
y —»> Exclusion
de I'étude
Non
ADN Disponible — Exclusion
Non

A\ 4

A programmer

NGS

Prét pour Analyse

Figure 9 : Logigramme représentant la sélection des patients pour |'étude
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2.2. Réalisation NGS Nimblegen-Nextseq500 : Mode Opératoire Analyse
Roche Illumina V2.3

Le mode opératoire est celui utilisé au sein du laboratoire de Dyslipidémies du Centre
de Biologie et Pathologie Est - Groupement Hospitalier Est- Laboratoire de Biologie
médicale multi-site des Hospices Civils de Lyon. Les manipulations ont été effectuées

par les techniciennes de laboratoire habilitées (figure 10).

2.2.1. Déroulement de I'activité

Le déroulement de I'analyse se fait en deux temps :

e |lya préparation, pour chaque patient inclus dans la série, d’'une bibliotheque
de type SeqCapEZ (Roche, NimbleGen)

e Amplification clonale et Séquencage NGS sur NextSeq500 (lllumina) des
bibliotheques préalablement réalisées et validées

Processus Acteurs Actions Documents associés
TEC Préparation liste de 24 ADN 2 anal :
BIO reparation lisie de a analyser UF34424- Phase préanalytique
TEC | Dilution et Sonication des ADN génomique |
TEC Préparation bibliothéques SeqCapEZ
(Roche, MimbleGen)
TEC Amplification Clonale et Séquencage NGS
(NextSeq300, llumina)
> ¥
= TEC Analyse in silico des fichiers fastqg
= BIO
[=
D Régions ciblées Régions ciblées
= 30X = 30X
Analyse par Analyse de variants UF34424- Séquencage Sanger
séquencage Sanger
Confirmation par
séquencage UF34424- Séquencage Sanger
Sanger des
wariants d'intérat
v
Bilan analyses Bilan analyses
hors NGS NGS
TEC | Fichier-bilan de la série |
3 BIO
2%
i
? TEC Rédaction du CR, stockage ADN, et cldture
o BIO du dossier UF34424- Phase postanalytique
‘=
=
[
(0]

Figure 10 : Déroulement de I"analyse sous forme de logigramme
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2.3. Analyse du séquencage par Illumina

Afin de mettre en évidence des variants rares, un certain nombre de procédures a dd

étre mis en place afin de trier et organiser les informations recueillies (figure 11).

Le traitement des données de séquencage s’effectue grace a un pipeline bio-

informatique développé par la cellule de bio-informatique des HCL.

Filtrage
Données données Alignement Détection des
Brutes mauvaises des séquences variants
qualité

Figure 11 : Processus général de traitement des informations

La détection de variants se fait sur un fichier VCF. Les variations nucléotidiques

détectées par rapport au génome de référence sont indiquées.
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2.4.

Filtrage des informations

Les variants d’intérét potentiel ont été sélectionnés sur les critéeres suivants :

Une profondeur allélique > 30x

Une fraction allélique > 0.35

Une fréquence allélique < 1% d'aprés la base de données GnomAD

Pour les variants silencieux et intronique : prédiction in silico d’effet d'épissage
de 3 dans le logiciel (activation d'un site d'épissage cryptique et/ou une baisse

de 10% du score du site d'épissage naturel)

Le tri a été réalisé manuellement a I'aide de la fonction filtre sur les fichiers Excel

fournis par la cellule bio-informatique afin de répondre a ces criteres.

1° sélection :

Dans la colonne « occurrence » = Sélection des occurrences de 1 a 3 : c’est le

nombre de fois que la variation a été retrouvée dans la série. Cela permet
d’éliminer les erreurs aléatoires de séquencages et les variants fréquents.

Dans la colonne « Prof_Allele » - Sélection d’une profondeur de I'alléle

supérieur a 30 : représente la qualité du séquencage, c’est le nombre de fois

que I'on a séquencé la position.

Dans la colonne « Effets_Ecartes » = Sélection des effets écartés égal a

0 (codage binaire) : permet d’éliminer les variants sans effets comme les

variants silencieux.

Dans la colonne « Variants_Frequents » = Sélection des variants fréquents égal

a 0 (codage binaire) : permet de garder uniquement les variants rares.

Dans la colonne «Mosaicisme» = Sélection d’un mosaicisme compris entre 0.4

et 0.6 : C'est le rapport entre les profondeurs alléliques, il permet de repérer les
vrais hétérozygotes. Si un éventuel déséquilibre apparait, le ratio sera modifié

et donc éliminé.
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e Les « NM number » (exemple : NM_000384) quant a eux correspondent a la
nomenclature du transcrit, c’est-a-dire dans quel systeme est donné la
numérotation. Il est donc nécessaire de vérifier que les genes séquencés par la

technique lllumina et leurs « NM number » correspondent.
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2.5. Interprétation des variants

Alamut Visual est un logiciel d’exploration des variations génomiques, qui rassemble
les informations génétiques et génomiques provenant de différentes sources dans un
environnement unique. Ce logiciel permet notamment aux biologistes d’interpréter les

variants retrouvés en fonction du contexte clinique du patient.

En renseignant le nom du géne et la nomenclature de la variation sur le logiciel
(exemple : géne MTTP et variation c.2433G>C), le logiciel Alamut nous renseigne le
numéro de I’exon/intron de lieu de la mutation (ici exon 18) ; I’éventuelle conséquence
traductionnelle induite par la variation (ici p.Leu811Phe, c’est-a-dire que la variation a
engendrer le changement d’une leucine en position 811 par une phénylalanine) ; le
numeéro « rs » de la variation s’il existe (icirs1445909) ; la fréquence allélique de cette
variation décrite dans les bases de données (ici 0,15%) ; le degré de conservation de
I’acide aminé au sein des espéces (ici moyennement conservé sur 12 espeéeces) ; la
distance de Grantham (représente le changement de la distance moléculaire entre
I’ancien acide aminé et le nouveau) ; la conséquence qu’engendre ce changement de
distance moléculaire (c’est-a-dire si cette variation sera tolérée ou délétére pour la

protéine en devenir).
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3. Résultats

3.1. Constitution de la cohorte - logigramme

Exclusion : 79 patients

Bilan lipidique

Eligible critéres étude Exclusion : 44 patients

ADN Disponible Exclusion : 0 patients

A programmer : 20 patients

A

Gcients

\ 4 \ 4

11 patients

Disponible pour Analyse : 16 patients

Figure 12 : Constitution de la cohorte — logigramme
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Concernant la constitution de la cohorte, 5 patients sur 20 « a programmer » ont pu
8tre intégrés dans les séries Illumina pendant la période de stage 5°™ année. Les
fréquences de réalisation de séquencage Illumina (1 a 2 séries par mois) n’étant pas
hebdomadaire, il a donc fallu intégrer ces patients dans des séries programmées

auparavant. C'est donc finalement 16 patients qui étaient disponibles pour analyse.

3.1.1. Chiffres clés de la cohorte

Sur 154 patients :

e 79 avaient des bilans lipidiques non disponibles (exclusion) (48% des patients
avaient des bilans lipidiques disponibles)

e 9 avaient des taux de TG < 1.5 mmol/L (exclusion)

e 15 avaient des taux d’ApoB < 1.2 g/L (exclusion)

e 4 avaient des bilans lipidiques disponibles mais des taux d’ApoB non renseignés
(exclusion)

e 31 patients étaient éligibles aux 3 critéres de notre étude (41% des patients avec
un bilan lipidique disponible remplissaient les criteres d’inclusion de I’étude)
Parmi les patients avec un bilan lipidique disponible 41% avaient des ADN

séquencés par lllumina directement disponible.
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3.1.2. Bilans lipidiques des patients sélectionnés

Ici sont représentés les moyennes et écarts-types des bilans biologiques des 16

premiers patients sélectionnés pour le projet IDOL.

Données Bilan Lipidique Patients IDOL (n=16)
CT (mmol/L) 6.9%+1.7
TG (mmol/L) 41+ 3.9
HDL (mmol/L) 1.1+0.3
LDLc (mmol/L) 3.9+1.5
ApoB (g/L) 1.5 0.4

Tableau 3 : Données biologiques des 16 patients IDOL sélectionnés
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3.2. Variants identifiés

Apres extraction des données informatiques sur fichier Excel, un tri est effectué a I'aide

des fonctions filtres du logiciel Excel afin de sélectionner les variants rares.

L'analyse des 16 premiers patients a permis 'identification de 148 variants rares, soit

environ 11 variants rares par patients. Ces variants sont localisés sur 109 genes

différents (tableau 4).
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3.3. Etude des variants d’intérét

3.3.1. Variants identifiés dans les genes impliqués dans les dyslipidémies

monogéniques

Nous allons en premier lieu nous intéresser aux genes responsables de
I’hypertriglycéridémie qui sont LPL, APOA5, GPIHBP1, LMF1 et APOC2 ; mais aussi de
I’HF qui sont : LDLR, PCSK9, APOB et APOE.

Concernant les genes les plus fréquemment responsables d’hypertriglycéridémie :

e 1 patient porteur de 2 variants hétérozygotes faux sens LMF1

e Pas de patients porteurs de variants sur : LPL ; APOA5 ; GPIHBP1 APOC2

Concernant les genes les plus fréguemment responsables d’hypercholestérolémie :

e 1 patient porteur d’un variant sur le géne LDLR
e 1 patients porteurs d’un variant sur le gene PCSK9
e 4 patients porteurs d’un variant sur le gene APOB

e Pas de patients porteurs de variants sur le gene APOE
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3.3.2. Variants identifiés entrainant I'apparition d'un codon stop

prématuré

Dans ce type de variation, le cadre de lecture est interrompu par un codon STOP
prématuré. L'ARNm résultant est probablement dégradé (nonsense mediated decay)

et la protéine résultante est quant a elle tres probablement dégradée également.

e 2 variations non-sens (entrainant la formation d’un codon stop par substitution)
sur le gene CREB3L3

e 2 variations Frameshift (Décalage du cadre de lecture et formation d’un codon
stop plus tard) : ANGPTL4 et CUBN

e 3 mutations non-sens sur les genes PDIA2, HSPA6, DGAT2

3.3.3. Variants identifiés compatible avec transmission récessive

Les variants a transmission autosomique récessive ne sont pathogenes qu’a I'état
homozygote, ou en cas d’haploinsuffisance de I'autre allele (hétérozygotie composite,
inactivation de l'autre allele par modification épigénétique). Ainsi, si 2 variants
déléteres sont retrouvés sur le méme gene, il est nécessaire de savoir s’ils se situent
sur le méme allele (en cis) ou non (en trans). Pour cela, il est nécessaire de réaliser une
étude de ségrégation familiale afin d’identifier les origines parentales des variants. Si
chaque parent est porteur d’'une mutation différente, une hétérozygotie composite est
le plus probable. Si les 2 mutations sont retrouvées chez le méme parent, elles sont

probablement en cis chez I’enfant.

e Pas de patients homozygotes
e 1 patient porteur hétérozygote de 2 variants faux sens APOBEC1
e 1 patient porteur hétérozygote de 3 variants faux sens CILP2

e 1 patient porteur hétérozygote de 2 variants faux sens CUBN
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e 1 patient porteur hétérozygote de 2 variants faux sens WRN

e 1 patient porteur hétérozygote de 2 variants faux sens EHBP1
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4. Discussion

Grace a la mise en place du projet IDOL et I'utilisation du panel NGS DysliSEQ, 148
variants rares ont pu étre mis en évidence chez 16 patients atteints d’"HCF. Concernant
I’analyse de ces variants dans un premier temps, un intérét a été porté aux genes
connus et causals de dyslipidémies. Des variants sur les genes responsables de
d’hypertriglycéridémies mais aussi d’hypercholestérolémies ont été mis en évidence.
Au sein du LBMMS des HCL plusieurs variants retrouvés chez les patients du projet

IDOL ont déja été interprétés par les biologistes.

En effet la variation NM_000527.4 (LDLR) : c.1069G>A p.(Glu357Lys) mise en évidence
chez un patient du projet IDOL a déja été décrite chez des patients présentant une HF
a plusieurs reprises, cette variation a été mis en évidence chez 11 autres propositus au
sein du LBMMS. Ce variant est considéré comme causal d’HF. Cette observation
souligne la difficulté du diagnostic : les frontiéres sur le plan phénotypique sont floues
entre I'HF et I’'HCF, avec des recoupements. En effet des patients classés HCF porteurs
de variants sur le gene LDLR ont été a posteriori reclassés comme patients atteints HF
(24) (38). Il a été montré que plus de 25% d’individus atteints d’'HF (hétérozygote)
peuvent présenter une hyperlipidémie mixte chevauchant le phénotype de patients
HCF (80). Cependant pour des concentrations de LDL équivalentes, les risques
cardiovasculaires chez le patient HF sont supérieurs aux patients HCF. En effet il faut
appliquer une stratégie médicamenteuse hypolipémiante plus agressive chez les
patients HF d’ou la nécessité d’un bon diagnostic. L'apport de la génétique est donc

indispensable.

Le variant NM_000384.2 (APOB) : c.6639_6641del, p.(Asp2213del) a été mis en
évidence chez des patients présentant une hypocholestérolémie, une hyperlipidémie
mixte et chez des sujets témoins (81) (82). Ce variant a été considérée comme non
causale d'hypercholestérolémie par Alves et al. (81). Le variant NM_000384.2 (APOB):

c.12794T>C, p.(Val4265Ala) a lui déja été rapporté dans la littérature chez un patient
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présentant une HF (83) (84) sans qu'aucune ségrégation familiale ne soit rapportée.
Selon les auteurs, elle est située dans une région de I'ApoB importante pour le
repliement de la protéine. Au sein du LBMMS, cette variation a été retrouvée a I'heure
actuelle chez 11 patients présentant une hypercholestérolémie (5 sans anomalie
causale identifiée, et 6 avec une mutation causale) ainsi que chez un individu qui ne
présentait pas d'anomalie du bilan lipidique. Ces deux variants APOB ne semblent donc
pas étre responsable du phénotype lipidique des patients IDOL mais pourraient avoir

un réle modulateur.

Le variant NM_174936.3(PCSK9):c.60_65dup, p.(Leu22_Leu23dup), a lui déja été décrit
dans la littérature chez des patients présentant une hypercholestérolémie ou une
hyperlipidémie combinée familiale (85) (86). Cette variation est rapportée dans la base
gnomAD a une fréquence de 0.27% toutes populations confondues mais a une
fréquence plus importante dans certaines sous populations (ASJ : 0.74%). Une étude
de ségrégation sur 3 familles a montré que ce variant était associé a une augmentation
modérée du LDLc : LDLc moyen porteurs = 4,06 mmol/L (n=10) versus LDLc moyen des
non porteurs = 3,13 mmol/L (n=11) (86). In vitro, une étude par Western Blott a montré
que l'addition de deux leucines affectait modérément la maturation de la protéine,
mais de fagon équivalente a la variation p.Serl27Arg considérée comme
hypocholestérolémiante (87). Compte tenu de la fréquence plut6t élevée rapportée
dans la base gnomAD (0.27%), ce variant est a priori non causal dans I'HCF mais

pourrait jouer le role de modulateur du phénotype lipidique du patient IDOL.

Concernant le variant NM_022773.2 (LMF1) : ¢.1405G>A, p.(Ala469Thr) qui implique
le gene LMF1:il a été montré dans la littérature que 3 variations non-sens homozygotes
pour ce gene ont été reliées a I’hyperchylomicronémie (88) (79). D’autres variants rares
sur LMF1 ont été identifiés dans la littérature comme associés a des
hypertriglycéridémies modérées a séveéres mais cette association et les fonctionnalités
associées ne sont pas clairement définies (89). Le variant NM_022773.2 (LMF1):

c.1405G>A, p.(Ala469Thr) a été analysé au sein du groupement Sud des HCL et des
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tests de fonctionnalités ont montré que ce dernier n’avais pas d’effets sur la sécrétion
de LPL et n’était donc pas a priori causal d’hypertriglycéridémie. Ce variant n’explique

donc pas le phénotype lipidique du patient IDOL.

Deux variations non-sens entrainant la formation d’un codon stop ont été mise en
évidence sur le géne CREB3L3 (NM_032607.3(CREB3L3) : c.523C>T, p.(Argl75%) ;
NM_032607.3(CREB3L3) : c.724C>T, p.(Arg242*)). Des variations sur le géne CREB3L3
n‘ont pas encore été décrites chez des patients HCF (20) mais seulement chez des
patients présentant une hypertriglycéridémie sévére (48) (49) (63) (64) (65). Les
patients présentant une hypertriglycéridémie sévere ont 20.2% plus de risque d’étre
porteur d’un variant perte de fonction CREB3L3 en comparaison aux patients contrdles
normo-triglycéridémiques (90). Apres I'étude de plusieurs articles scientifiques, 27
patients porteurs d’un variant CREB3L3 ont été répertoriés comme présentant des
hypertriglycéridémies (avec au moins un épisode sévére) avec des taux de TG variant
de 2,92 a 56,3 mmol/L (48) (49) (63) (64) (65). Les variants CREB3L3 pourraient
participer au phénotype des patients IDOL : des études complémentaires sont
nécessaires pour préciser le phénotype lipidique associé aux variations CREB3L3. Bien
que CREB3L3 soit décrit dans la littérature comme élément causal dans
I’"hypertriglycéridémie sévere (90), on ne retrouve pas ce dernier dans le tableau 2
répertoriant les génes décrits comme impliqués comme I"HCF (20). CREB3L3 est donc
un gene candidat prometteur qui a attiré I'attention et a été évoqué en réunion de
concertation pluridisciplinaire (RCP) au sein des HCL. L’inclusion d’autres patients

permettra donc des interprétations plus poussées.

Concernant la variation NM_139314.3 (ANGPTL4) : ¢.1081_1084dupGGCC,
p.(GIn362fs) qui implique le gene ANGPTL4 : il a été montré que ce gene a déja été
décrit comme intervenant dans le métabolisme des lipides et des études chez ’lhomme
ont montré que des variants proches d’ANGPTL4 étaient associés a des taux sanguins
de TG décroissants et des niveaux élevés d’HDL (91). Cette protéine appartient a la

méme famille de gene qu’ANGPTL3 et présente des fonctionnalités similaires. Bien

Page 88

JABER
(CC BY-NC-ND 2.0)



qu’ANGPTL3 soit décrit comme geéne associé dans I'HCF (cf tableau 2 répertoriant les
génes associés a I’'HCF), les pertes de fonctions ANGPTL3 ont également été associées
a des hypolipidémies (39) (92). Ainsi le variant NM_139314.3 (ANGPTL4)
c.1081_1084dupGGCC, p.(GIn362fs) ne semble donc pas pouvoir expliquer les
phénotypes lipidiques des patients IDOL.

Concernant les variations NM_001081.4 (CUBN): ¢.5913 5916delTACC,
p.(Thr1972fs); NM_032564.5(DGAT2): c.855C>A, p.(Tyr285*); NM_006849.4
(PDIA2) : c.583C>T, p.(GIn195*); NM_002155.5 (HSPA6): ¢.1309C>T, p.(GIn437%*)
entrainant I"apparition d’'un codon stop prématuré, les recherches dans la littérature
scientifique ont recensé |'association de variants concernant ces genes a des variations
du LDLc au sein d’études GWAS (93) (94) (95) (96). Ces études d'association
pangénomique ont eu pour but d’analyser de nombreux variants génétiques chez un
large panel d’individus, afin de mettre en corrélation ces variants et des variations du
LDLc. Ces études GWAS ne permettent donc pas d’associer ces variants retrouvés chez
les patients du projet IDOL a une causalité dans I’"HCF car aucun de ces genes n’a encore

été décrit en pathologie.

Concernant les genes pour lesquels plusieurs variants ont été identifiés chez un méme
patient (exemple : patient 10 porteur de deux variants sur le gene WRN : NM_000553.6
(WRN) : ¢.1149G>T, p.(Leu383Phe) et NM_000553.6 (WRN):  c.2983G>A,
p.(Ala995Thr) les interprétations restent complexes. En effet ce sont des génes dont
les r6les n’ont pas clairement été établis dans la littérature et ont été décrits chez un
seul patient. Afin d’aller plus loin dans l'interprétation de ces variants, des études
familiales seraient nécessaires mais ces dernieres sont difficiles et colteuses a mettre
en place. Il n’est donc pas possible d’établir un lien entre la survenue de ces variants

et la survenue de I'HCF.
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Concernant la mise en place d’'une étude rétrospective a I’hopital, plusieurs limites sont
ressorties. Mettre en place une étude clinique rétrospective n’est pas sans difficultés.
Une fois les patients regroupés comme potentiellement atteints d’HCF, il est
nécessaire de récupérer leurs bilans lipidiques sur la base de données des HCL : Glims.
Quant a la disponibilité des bilans lipidiques, il est parfois nécessaire d’aller chercher
une documentation papier au sein du service de biologie. Ces différents aléas sont
souvent retrouvés au sein d’études rétrospectives: un manque de données,
I"utilisation d’autres logiciels et des données « papier » engendrant des pertes de
temps et du travail supplémentaire. Pour la suite de cette étude les patients seront
désormais inclus de maniéere prospective : uniguement les nouveaux patients déclarés

comme atteints d’"HCF pourront étre inclus.

En conclusion les résultats préliminaires du projet IDOL sont intéressants car déja 2
variations non-sens sur un géne candidat CREB3L3 ont été mises en évidence ; ces
résultats doivent cependant étre interprétés avec parcimonie car le panel de patients
n’est pas encore assez représentatif, il est donc nécessaire d’inclure plus de patients
afin d’aller plus loin dans leurs interprétations. Les familles de patients devront
également étre analysées afin de compléter les résultats préliminaires et pouvoir

conclure sur de nouvelles avancées.

Concernant les perspectives d’études, les 15 patients en attente de séquencgage
[llumina ont pu étre intégrés au fur et a mesure dans des séries. A cela s’ajoute 15
patients des HCL qui ont pu étre intégrés de facon prospective. Une collaboration avec
le CHU de Nantes est envisagée afin de pouvoir recruter des patients supplémentaires
(5 a 10 personnes). Finalement 50 patients environ devraient étre intégrés dans
I’étude. La suite de I'étude sera donc importante dans I'avancée de la connaissance de

la maladie.
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’ Faculté de Pharmacie de Lyon

CONCLUSIONS GENERALES *aintégrer dans la thése

THESE SOUTENUE PAR MR JABER Marwan.

L'Hyperlipidémie Combinée Familiale (HCF), est une dyslipidémie se traduisant par une
hypercholestérolémie isolée ou une hypertriglycéridémie ou un profil dit mixte
(hypercholestérolémie et hypertriglycéridémie). L'HCF est une maladie oligogénique et résulte
de l'interaction de plusieurs variants génétiques, fréquents ou rares, mais aussi des facteurs
environnementaux. Du fait de cette complexité, les tests génétiques de I'HCF ne sont pas
utilisés en diagnostic. La variabilité clinique inter/intra-patients et les critéres diagnostiques
rendent difficile le diagnostic génétique. Dans le cadre de ce travail de these, le Projet IDOL a
été présenté, il a eu pour finalité le progrés dans le diagnostic des HCF et une amélioration de
la compréhension de la composante génétique de la maladie, en mettant en évidence
notamment des variants rares de la maladie. Un tri et une organisation des informations
recueillis sur plus de 154 patients potentiellement atteints d’HCF ont été réalisés en
collaboration avec le service clinique d’endocrinologie afin d’inclure ces derniers dans I'étude
selon plusieurs critéres. 16 patients HCF ont pu étre inclus dans I’étude. Les ADN des patients
HCF inclus ont été analysés a I'aide d’un outil d’analyse génétique basé sur la méthode NGS
[llumina combinée avec PaplLyon, qui a permis d’explorer plus de 311 génes. Cette technique
permet d’étudier un panel des genes impliqués dans les dyslipidémies monogéniques
connues, ceux qui régulent le métabolisme des lipides, ou encore ceux associés a des
variations au niveau du cholestérol et des TG. Concernant les résultats préliminaires de ce
travail de these : 148 variants rares ont pu étre identifiés sur 16 patients. Parmi ces variants,
on retrouve des genes impliqués dans les dyslipidémies monogéniques mais aussi deux
variations « Frameshift » (décalage du cadre de lecture et formation d’un codon stop plus
tard), 5 variations non-sens dont 2 sur le géne CREB3L3 qui intervient notamment dans le
métabolisme des triglycérides. Des variations sur le gene CREB3L3 ont été décrites chez des

patients présentant une hypertriglycéridémie séveére. D’aprés une étude les patients
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présentant une hypertriglycéridémie sévere ont 20.2% plus de risque d’étre porteur d’un
variant perte de fonction CREB3L3 en comparaison aux patients contréles normo-
triglycéridémiques. CREB3L3 est donc un gene candidat prometteur qui pourrait participer au
phénotype lipidique des patients du projet IDOL, ces variants ont attiré I'attention et ont été
évoqués en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) au sein des HCL. Ce projet est donc
tres encourageant et I'augmentation future des effectifs pourra permettre de confirmer ou

infirmer ces conclusions préliminaires.

Le Président de lathése, Vu et permis d'imprimer, Lyon, le 25 mars 2021
Nom : /) F @l Vu, la Directrice de I'Institut des Sciences Pharmaceutiques et
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L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I’Université Claude Bernard Lyon 1 n’entendent
donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les theses ; ces
opinions sont considérées comme propres a leurs auteurs. L'ISPB - Faculté de Pharmacie
de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre le plagiat. De ce fait, une
sensibilisation des étudiants et encadrants des theses a été réalisée avec notamment
I'incitation a l'utilisation d’'une méthode de recherche de similitudes.
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EVALUATION DE L’INTERET DU PANEL NGS DYSLISEQ DANS LE DIAGNOSTIC
DES HYPERLIPIDEMIES COMBINEES FAMILIALES

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2021, 103 p.

RESUME :

L’Hyperlipidémie Combinée Familiale (HCF), est une dyslipidémie se traduisant par une hypercholestérolémie
isolée ou une hypertriglycéridémie ou un profil dit mixte (hypercholestérolémie et hypertriglycéridémie). L’HCF est
une maladie oligogénique et résulte de I’interaction de plusieurs variants génétiques, fréquents ou rares, mais aussi des
facteurs environnementaux. Du fait de cette complexité, les tests génétiques de I’HCF ne sont pas utilisés en diagnostic.
La variabilité clinique inter/intra-patients et les critéres diagnostiques rendent difficile le diagnostic génétique. Dans le
cadre de ce travail de thése, le Projet IDOL a été présenté, il a eu pour finalité le progres dans le diagnostic des HCF et
une amélioration de la compréhension de la composante génétique de la maladie, en mettant en évidence notamment
des variants rares de la maladie. Un tri et une organisation des informations recueillis sur plus de 154 patients
potentiellement atteints d’HCF ont été réalisés en collaboration avec le service clinique d’endocrinologie afin d’inclure
ces derniers dans I’étude selon plusieurs critéres. 16 patients HCF ont pu étre inclus dans I’étude. Les ADN des patients
HCEF inclus ont ét¢ analysés a 1’aide d’un outil d’analyse génétique basé sur la méthode NGS Illumina combinée avec
PaplLyon, qui a permis d’explorer plus de 311 geénes. Cette technique permet d’étudier un panel des geénes impliqués
dans les dyslipidémies monogéniques connues, ceux qui régulent le métabolisme des lipides, ou encore ceux associés a
des variations au niveau du cholestérol et des TG. Concernant les résultats préliminaires de ce travail de these : 148
variants rares ont pu étre identifiés sur 16 patients. Parmi ces variants, on retrouve des génes impliqués dans les
dyslipidémies monogéniques mais aussi deux variations « Frameshift » (décalage du cadre de lecture et formation d’un
codon stop plus tard), 5 variations non-sens dont 2 sur le g¢ne CREB3L3 qui intervient notamment dans le métabolisme
des triglycérides. Des variations sur le géne CREB3L3 ont été décrites chez des patients présentant une
hypertriglycéridémie sévére. D’aprés une étude les patients présentant une hypertriglycéridémie sévere ont 20.2% plus
de risque d’étre porteur d’un variant perte de fonction CREB3L3 en comparaison aux patients contrdles normo-
triglycéridémiques. CREB3L3 est donc un géne candidat prometteur qui pourrait participer au phénotype lipidique des
patients du projet IDOL, ces variants ont attiré 1’attention et ont été évoqués en réunion de concertation pluridisciplinaire
(RCP) au sein des HCL. Ce projet est donc trés encourageant et I’augmentation future des effectifs pourra permettre de
confirmer ou infirmer ces conclusions préliminaires.
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