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According to the World Health Organization, cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death in the world with more than 30% of cases. Atherosclerosis is one of the main causes of CVD. It consists of the formation of atherosclerotic plaques within the arterial wall of which cholesterol, smooth muscle cells (SMC) and SMC-derived foam are main components. Hypercholesterolemia is one of the major risk factors for atherosclerosis, affecting nearly 20% of the population in France. Autosomal dominant hypercholesterolemia (ADH) is characterized by abnormally high plasma levels of total cholesterol and Low Density Lipoprotein (LDL)cholesterol. It is caused by genetic defects in four main genes: LDLR, APOB, PCSK9 and APOE. The main objective of this thesis is to identify new actors of the development of atherosclerosis and CVD. The first part of this work consists in studying the involvement of the APOE gene in ADH in France, through the "National Research Network on Hypercholesterolemia". The second part consists in studying the role played by PCSK9 (Proprotein Convertase Subtilisin Kexin like type 9) in the development of human atheroma within the vascular wall independently of its well-established role on the LDL receptor at the hepatic level.

This research project has allowed the sequencing of the APOE gene in French ADH probands without known mutations in the LDLR/APOB/PCSK9 genes, in order to establish the spectrum of APOE mutations in France. 31 rare variants were identified in 76 probands, including five already described in primary dyslipidemia. However, the complexity of the function of apoE in lipid homeostasis makes the interpretation of the novel variants difficult and dependent on many factors. Thus, screening of APOE should be included in the routine of the diagnosis of ADH in order to improve the prognosis and the care management of patients and their family members.

Regarding the role of PCSK9 in atherosclerosis, studies on human aortic tissues have shown that plasma PCSK9 penetrates the arterial wall where it is detected in intimal SMCs of atherosclerotic vessels. Studies on primary cultures of human SMCs have shown that they do not express PCSK9 and that PCSK9 seems to interact with scavenger receptors expressed by these cells such as LOX-1. Further studies are underway to investigate the possible role of PCSK9 on various receptors expressed by SMC and their transformation into foam cells after treatment with oxidized LDL. The identification of a direct role of plasma PCSK9 in human atheroma development would extend the spectrum of application of anti-PCSK9 monoclonal antibodies to the prevention of atherosclerosis.

In conclusion, genetic studies associated with functional studies allow the identification of new actors of atherosclerosis and its risk factors, a better understanding of its physiopathological mechanisms and the identification of new therapeutic targets.

Titre : Rôle de PCSK9 et des variations du gène APOE dans la modulation de l'athérosclérose: approche moléculaire et physiopathologique.

Résumé :

Selon l'Organisation Mondiale de la Santé, les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la première cause de mortalité au monde avec plus de 30% des cas. L'athérosclérose est l'une des principales causes de MCV. Elle consiste en la formation au niveau de la paroi artérielle de plaques d'athérome dont le cholestérol, les cellules musculaires lisses (CML) et les cellules spumeuses qui en dérivent sont parmi les principaux constituants. L'hypercholestérolémie est l'un des facteurs de risque majeurs de l'athérosclérose, elle touche près de 20% de la population dans le monde. L'hypercholestérolémie à transmission autosomique dominante (ADH) est caractérisée par des taux plasmatiques anormalement élevés de cholestérol total et de cholestérol lié aux particules LDL (low density liporpotein). Elle est due à des défauts génétiques au niveau de quatre gènes principaux : LDLR, APOB, PCSK9 et, APOE. L'objectif principal de cette thèse est d'identifier de nouveaux acteurs du développement de l'athérosclérose et des MCV.

La première partie de ce travail consiste à étudier l'implication du gène APOE dans l'ADH en France, et ceci à travers le « Réseau National de Recherche sur les Hypercholestérolémies ». Quant à la deuxième partie de ce travail, elle consiste, grâce à la biobanque cardiovasculaire mise en place dans l'unité, à étudier le rôle joué par PCSK9 (Proprotein Convertase Subtilisin Kexin type 9) dans le développement de l'athérome au niveau de la paroi vasculaire indépendamment de son rôle bien établi sur le récepteur des LDL au niveau hépatique.

Ce projet de recherche a permis par le séquençage du gène APOE chez des proposants ADH sans mutation connue dans les gènes LDLR/APOB/PCSK9, d'établir le spectre de mutations APOE dans une cohorte de proposants ADH en France. 31 variants rares ont été identifiés chez 76 proposants dont 5 déjà impliqués dans des dyslipidémies. Cependant, la complexité de la fonction de l'apoE dans l'homéostasie lipidique rend l'interprétation des nouveaux variants trouvés difficile et dépendante de nombreux facteurs. Le dépistage des variants APOE devrait être inclus dans la routine de diagnostic de l'ADH afin d'améliorer le pronostic et la prise en charge des patients et de leurs apparentés. En ce qui concerne le rôle de PCSK9 dans l'athérosclérose, les études sur des tissus aortiques humains ont montré que PCSK9 plasmatique pénètre dans la paroi artérielle où elle est détectée dans les CML au niveau de l'intima, d'autant plus que la paroi est athéromateuse. Les études sur des cultures primaires de CML humaines ont montré que celles-ci n'expriment pas PCSK9 et que PCSK9 semble interagir avec certains récepteurs scavengers exprimés par ces cellules comme LOX-1.

La mise en évidence d'une telle fonction de PCSK9 plasmatique permettrait d'élargir le spectre d'application des anticorps monoclonaux anti-PCSK9 à la prévention du développement de l'athérosclérose. Ainsi, les études génétiques associées à des études fonctionnelles et mécanistiques permettent la détermination de nouveaux acteurs de l'athérosclérose et ses facteurs de risque, une meilleure compréhension de ses mécanismes physiopathologiques et l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques. L'athérosclérose est l'une des principales causes de MCV, notamment l'infarctus de myocarde et l'AVC. Selon l'OMS, les MCV représentent la première cause de mortalité dans le monde.
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On estime à 17,7 millions le nombre de décès imputables aux MCV (chiffre de 2015), soit 31% de la mortalité totale dans le monde. Ceci souligne l'importance de l'identification des différentes causes des MCV et des personnes à risque. De nombreux efforts de recherche ont été réalisés dans ce sens et ont permis d'identifier de nombreux facteurs de risque tels que le tabagisme, le manque d'exercice physique, une mauvaise alimentation, le diabète, l'hyperlipidémie et des causes génétiques telle que l'hypercholestérolémie familiale. Ceci a permis de développer de nombreuses thérapies aussi bien tolérées qu'efficaces. Cependant, malgré toutes les avancées dans le domaine de la compréhension des MCV et de l'athérosclérose, de nombreuses questions restent non résolues. L'identification de nouveaux acteurs génétiques renforcée par des études fonctionnelles et mécanistiques permettrait la détermination de nouveaux acteurs des MCV, une meilleure compréhension de leurs mécanismes physiopathologiques et l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Ceci nous permettrait d'avancer vers une médecine et une prise en charge plus personnalisées des individus à risque et des patients atteints afin de prévenir toutes les éventuelles complications. L'athérosclérose consiste en la formation, au niveau de la paroi artérielle, de plaques d'athérome dont le cholestérol, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les cellules spumeuses qui en dérivent sont parmi les principaux constituants (Basatemur et al. 2019). L'hypercholestérolémie est l'un des facteurs de risque majeurs de l'athérosclérose, et touche près de 20% de la population dans le monde. L'hypercholestérolémie peut être familiale à transmission autosomique dominante appelée « hypercholestérolémie autosomique dominante ou ADH ». Cette dernière est caractérisée par des taux plasmatiques anormalement élevés de cholestérol total et de cholestérol lié aux particules LDL (« Low Density Lipoproteins » ou lipoprotéines de faible densité) (Varret et al. 2008). Elle est due à des défauts génétiques au niveau de quatre gènes principaux : LDLR, APOB, PCSK9 et APOE (Marduel et al. 2010;[START_REF] Reiner | Managing the Residual Cardiovascular Disease Risk Associated with HDL-Cholesterol and Triglycerides in Statin-Treated Patients: A Clinical Update[END_REF]. PCSK9 (Proprotein Convertase Subtilisin Kexin like type 9) est le 3 ème gène impliqué dans l'ADH. Il code une protéine impliquée dans la régulation du taux de LDL-cholestérol (LDL-C) en ciblant les récepteurs des LDL notamment au niveau du foie (Abifadel et al. 2003).

Depuis la découverte des mutations gain de fonction de PCSK9 dans l'hypercholestérolémie familiale et ses complications cardiovasculaires par Abifadel et al en 2003, les études sur PCSK9 se sont multipliées menant du gène à une nouvelle classe d'hypolipémiants mais se sont focalisées essentiellement sur son rôle au niveau hépatique. Cependant, de nombreuses études ont suggéré un rôle de PCSK9 extra-hépatique dans le développement de l'athérosclérose indépendant du récepteur des LDL. L'objectif principal de cette thèse est d'identifier de nouveaux acteurs dans le développement de l'athérosclérose. La première partie de ce travail consiste à étudier l'implication du gène APOE dans l'ADH en France, et ceci à travers « le Réseau National de Recherche sur les Hypercholestérolémies ». Quant à la deuxième partie de ce travail, elle consiste, grâce à la biobanque cardiovasculaire mise en place dans l'unité INSERM U1148, à étudier le rôle joué par PCSK9 dans le développement de l'athérome dans la paroi vasculaire indépendamment de son rôle bien établi sur le récepteur des LDL dans le foie.

Pour une meilleure présentation de mes travaux, mon manuscrit est organisé en plusieurs sections. La première section « Etude bibliographique » décrit l'état des connaissances et introduit mon projet de thèse. Elle est divisée en trois grands chapitres :

(1) Athérosclérose, où je décris le processus de développement de l'athérosclérose humaine et les différents acteurs impliqués dans ce processus avec une attention particulière sur le rôle joué par les CMLV et les récepteurs éboueurs dits « scavengers » ; (2) Hypercholestérolémie autosomique dominante (ADH), dans laquelle je développerai la physiopathologie de cette maladie, ses différentes causes et ses traitements ; et (3) les fonctions extra-hépatiques de PCSK9, notamment son rôle dans le développement de l'athérosclérose au niveau de la paroi artérielle. La deuxième section « Objectifs de la thèse » présente de façon détaillée les objectifs de mes recherches. Les travaux expérimentaux que j'ai réalisés pour répondre à ces objectifs sont présentés dans la troisième section « Etudes pratiques » sous forme de deux articles en relecture par les co-auteurs et qui seraient soumis lors de la soutenance de ma thèse. Une discussion et une conclusion générale concernant l'ensemble des travaux ainsi que les perspectives qui en découlent sont présentées dans les sections « Discussion générale et perspectives » et « Conclusion ». Enfin, mes travaux collaboratifs sont présentés sous forme d'articles dans la section « Annexes ».

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1 : ATHÉROSCLÉROSE 1. Physiologie de la paroi artérielle L'athérosclérose est une maladie artérielle connue comme étant la cause majeure de décès dans le monde (OMS). Elle est responsable de nombreuses complications cardiovasculaires telles que l'infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux. L'athérosclérose chez l'homme débute tôt dans la vie au niveau de la paroi artérielle et progresse de façon asymptomatique pendant des années. La pathogenèse de l'athérosclérose, est complexe et implique divers acteurs aux niveaux moléculaire et cellulaire. Une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents et l'élucidation du rôle des différents acteurs moléculaires et cellulaires permettraient le développement de nouveaux traitements ciblant les éléments en cause dans l'évolution de la maladie plutôt que le traitement de ses manifestations secondaires. Dans cette partie je vais présenter la physiologie et la fonction des différents éléments de la paroi artérielle et montrer comment celles-ci seraient affectées par le développement de la maladie athéromateuse.

La paroi artérielle présente une organisation commune à l'ensemble des vaisseaux de l'organisme. Elle est formée de deux composantes principales : les cellules et la matrice extracellulaire organisée en 3 couches qui sont de la lumière vers l'extérieur : l'intima, la média et l'adventice (Figure 1). 

Endothélium

L'endothélium représente l'interface entre le sang circulant et les tissus de la paroi vasculaire. Il est constitué d'une couche continue de cellules endothéliales plates et polygonales jouant un rôle primordial dans le maintien de l'homéostasie vasculaire. De nombreuses preuves ont démontré que l'endothélium est essentiel au maintien de l'homéostasie vasculaire et que le dysfonctionnement endothélial est la marque d'un grand éventail de MCV et de conditions pathologiques telles que la vasoconstriction, la thrombose et l'inflammation [START_REF] Godo | Endothelial Functions[END_REF]. L'endothélium interagit avec son environnement cellulaire et acellulaire et joue un rôle important dans le maintien de la fonction et de l'intégrité de la paroi vasculaire. En particulier, l'endothélium a pour fonction :

(i) la sécrétion de métabolites vasoactifs impliqués dans la régulation du tonus vasculaire. Il s'agit d'éléments essentiels du contrôle de la pression artérielle et du flux sanguin régional au niveau des organes. Ces substances comprennent des facteurs de relaxation tels que le monoxyde d'azote, la prostacycline mais aussi des facteurs constrictifs telle que l'endothéline [START_REF] Rajendran | The Vascular Endothelium and Human Diseases[END_REF]);

(ii) agir comme surface anticoagulante et antithrombotique en empêchant la liaison des plaquettes et l'activation de la cascade de coagulation. L'endothélium possède aussi des caractéristiques fonctionnelles antithrombotiques et thrombolytiques [START_REF] Rajendran | The Vascular Endothelium and Human Diseases[END_REF]);

(iii) servir de barrière contre la majorité des éléments circulants dans le sang.

L'endothélium joue un rôle dans le contrôle de la perméabilité vasculaire et réguler le passage trans-endothélial de molécules spécifiques, protéines, et cellules à travers cette barrière (Gimbrone and García-Cardeña 2016) ;

(iv) participer à la réponse inflammatoire. L'endothélium est capable de sécréter des molécules chimiotactiques et d'exprimer des molécules d'adhésion afin de recruter les leucocytes au site d'inflammation et permettre leur migration de la lumière vers la paroi vasculaire et les tissus adjacents [START_REF] Aird | Phenotypic Heterogeneity of the Endothelium: I. Structure, Function, and Mechanisms[END_REF]).

(v) participer à l'angiogenèse en réponse à divers facteurs de croissance [START_REF] Rajendran | The Vascular Endothelium and Human Diseases[END_REF] Le dysfonctionnement endothélial est caractérisé par une altération des fonctions de l'endothélium qui conduit à une réduction de la vasodilatation, un état pro-inflammatoire, et une acquisition de propriétés prothrombotiques. Il est associé à la survenue de MCV telles que l'hypertension, les maladies coronariennes, l'insuffisance cardiaque chronique, les maladies vasculaires périphériques, le diabète, l'insuffisance rénale chronique et les infections virales graves [START_REF] Rajendran | The Vascular Endothelium and Human Diseases[END_REF]).

L'état métabolique et la fonction des cellules endothéliales sont influencés par divers facteurs y compris le degré d'oxygénation [START_REF] Fraisl | Regulation of Angiogenesis by Oxygen and Metabolism[END_REF]), les forces de cisaillement physiologiques, les changements métaboliques, les réponses inflammatoires et la présence de cytokines dans le milieu [START_REF] Noren | Endothelial Cells Decode VEGF-Mediated Ca2+ Signaling Patterns to Produce Distinct Functional Responses[END_REF]).

Intima

L'intima représente la couche la plus interne de la paroi vasculaire. Elle s'étend de la lumière jusqu'à la limitante élastique interne. Il s'agit d'une couche extrêmement étroite, limitée dans sa partie luminale par une couche de cellules endothéliales formant l'endothélium.

Bien que généralement réduite à l'endothélium, l'intima proprement dite est formée d'un nombre assez limité de leucocytes et de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) entourés de fibres du tissu conjonctif. La matrice extracellulaire intimale est formée principalement de fibres élastiques et de collagène ainsi que de protéoglycanes (Jana et al.

2019).

La couche intima est séparée de la couche média par la lame élastique interne. Il s'agit d'une couche de fibres élastiques de 70 à 100 nm d'épaisseur. L'élastine formant la lame élastique interne est produite à la fois par les cellules endothéliales et les CMLV.

La lame élastique interne joue un rôle important dans l'accumulation de macromolécules dans l'intima en empêchant les macromolécules provenant du plasma d'atteindre la couche média. En effet, bien que les macromolécules traversent l'endothélium des artères par transport vésiculaire, celles-ci traversent la lame élastique interne par diffusion à travers sa fenestration. Contrairement au transport vésiculaire, la diffusion des macromoléculaires est inversement proportionnelle à leur taille [START_REF] Penn | Relative Significance of Endothelium and Internal Elastic Lamina in Regulating the Entry of Macromolecules into Arteries in Vivo[END_REF].

Media

La media est la couche qui s'étend de la lame élastique interne jusqu'à l'adventice. Elle est formée d'une matrice extracellulaire à laquelle s'intègrent des CMLV. Elle consiste en CMLV arrangées de manière très organisée en couches compactes, parallèles et associées à l'élastine et à des fibres collagènes et entourées par une lame basale. Dans des conditions physiologiques de pression, la media est le déterminant principal des propriétés de la paroi artérielle. La composition et la structure de la media assurent la stabilité des artères, et son élasticité détermine leur contractilité (Avolio, Jones, and Tafazzoli-Shadpour 1998). La membrane basale prévient la prolifération et la migration des CMLV. Ceci maintient les CMLV dans un état différencié avec un phénotype contractile. Dans certaines conditions pathologiques comme l'athérosclérose, les CMLV vont perdre ce phénotype et acquérir un phénotype moins différencié dit « synthétique » (Basatemur et al. 2019).

Adventice

L'adventice est la couche qui s'étend de la lame élastique interne jusqu'au tissu conjonctif périvasculaire avec une frontière peu définie de ce côté. Elle est formée de matrice extracellulaire contenant des fibroblastes, des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des nerfs, des cellules progénitrices et des cellules immunitaires, faisant de l'adventice le compartiment le plus complexe et le plus hétérogène de la paroi des vaisseaux [START_REF] Stenmark | The Adventitia: Essential Regulator of Vascular Wall Structure and Function[END_REF]).

L'adventice renferme le vasa vasorum qui comprend les vaisseaux sanguins fournissant les nutriments à l'adventice et la media, et les nerfs participant à la régulation de la fonction des CMLV de la media. En effet, les fibres nerveuses vasomotrices de l'adventice contrôlent la vasoconstriction et la vasodilatation des CMLV à travers des jonctions neuro-musculaires [START_REF] Stenmark | The Adventitia: Essential Regulator of Vascular Wall Structure and Function[END_REF]).

Physiopathologie de l'athérosclérose humaine

L'athérosclérose représente la principale pathologie sous-jacente aux MCV. Il s'agit d'une maladie inflammatoire chronique qui touche surtout les artères de moyen et de gros calibre et qui est responsable des maladies ischémiques cardiaques, des AVC et des maladies vasculaires périphériques (Kobiyama Kouji and Ley Klaus 2018). Il y a quelques années, l'athérosclérose était considérée comme le résultat d'une simple accumulation de lipides dans la paroi vasculaire. Cependant, il est actuellement clair qu'il s'agit d'un phénomène beaucoup plus complexe qui met en jeu de nombreux acteurs cellulaires (cellules endothéliales et CMLV) et immunitaires, des phénomènes d'inflammation, l'hyperlipidémie notamment l'élévation du taux de LDL-C et en particulier les LDL modifiées (oxydées, agrégées...) [START_REF] Schaftenaar | Atherosclerosis: The Interplay between Lipids and Immune Cells[END_REF]; [START_REF] Ramel | Immune and Smooth Muscle Cells Interactions in Atherosclerosis: How to Target a Breaking Bad Dialogue?[END_REF]). L'étape initiale de l'athérosclérose implique des perturbations dues aux forces de cisaillement qui vont provoquer le dysfonctionnement et l'inflammation des cellules endothéliales. Ceci s'accompagne de l'entrée des particules LDL dans la paroi artérielle par convection de la lumière vasculaire vers l'espace sous endothélial. Ces particules LDL subissent ensuite une modification, notamment une oxydation, ce qui va amplifier davantage l'inflammation par l'induction de la sécrétion de chimiokines et de molécules d'adhésion par les cellules endothéliales. En conséquence, il y aura une modification du phénotype des CMLV qui se dédifférencient, une étape importante dans la progression de l'athérosclérose et le recrutement de cellules immunitaires (Lacolley et al. 2012) (Figure 2). Chez l'homme, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de la media migrent vers l'intima. Ce phénomène commence in utéro dans les artères sujettes à l'athérosclérose. Il s'agit de la prolifération intimale ou « Diffuse intimal proliferation » (DIT). Les CMLV de l'intima peuvent internaliser les lipides retenus au niveau de la paroi artérielle pour devenir des cellules spumeuses ce qui, selon des données in vitro, entraîne une perte des marqueurs des CMLV et l'expression de marqueurs des macrophages. En outre, les CMLV peuvent se dédifférencier et exprimer des marqueurs de macrophages sous l'influence de facteurs et de régulateurs épigénétiques dont le PDGF-BB et le KLF4. Les CMLV de la chape fibreuse qui recouvre le noyau nécrotique ont un phénotype plus différencié. SMC : smooth muscle cells ou cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) [START_REF] Allahverdian | Smooth Muscle Cell Fate and Plasticity in Atherosclerosis[END_REF]).

Physiopathologie et rôle des cellules musculaires lisses vasculaires

L'athérosclérose chez l'homme débute par la convection des particules LDL riches en cholestérol de la lumière vers l'espace sous endothélial (Caro 2009). Ces particules sont retenues au niveau de l'intima par interaction entre l'Apo-B et les glycosaminoglycanes (GAG) produites par les CMLV aboutissant à une rétention et une accumulation de lipides, notamment de cholestérol, dans l'intima (29). Cette accumulation de cholestérol va aboutir à la formation de stries lipides de couleur jaune visibles à la surface de la paroi artérielle (Figure 3 Les CMLV à phénotype synthétique sont caractérisées par un métabolisme lipidique différent de celui des CMLV à phénotype contractile, en partie en raison d'une diminution de l'expression de la cholestérol estérase et du transporteur ABCA1 impliqué dans l'efflux du cholestérol ce qui favoriserait l'accumulation de lipides en intracellulaire [START_REF] Campbell | Lipid Accumulation in Arterial Smooth Muscle Cells. Influence of Phenotype[END_REF]; [START_REF] Allahverdian | Contribution of Intimal Smooth Muscle Cells to Cholesterol Accumulation and Macrophage-like Cells in Human Atherosclerosis[END_REF]). L'accumulation de LDL oxydées dans les CMLV pourrait induire leur apoptose et la libération de leur contenu lipidique qui formerait, en partie, le pool lipidique de la plaque d'athérome (Basatemur et al. 2019). Les microcalcifications souvent observées au niveau de la lésion artérioscléreuse pourraient aussi provenir de l'apoptose des CMLV (Basatemur et al. 2019). La transformation phénotypique des CMLV est régulée par de nombreux facteurs tels que le facteur de croissance « Platelet-derived Growth Factor (PDGF) produit par les macrophages et les facteurs de transcription « Kruppel-Like Factor-4 (KLF4) » (activateur) et « Myocardin (MYOCD) » (inhibiteur) exprimés par les CMLV (Figure 4) (Basatemur et al. 2019). Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV ou VSMC) constituent une source majeure de cellules de la plaque et de la matrice extracellulaire (MEC) à tous les stades de l'athérosclérose et contribuent à de nombreux processus tout au long de la maladie.

DIT : Diffuse Intimal Thickening ou prolifération intimale diffuse ; PIT : Pathological Intimal Thickening ou prolifération intimale pathologique (Basatemur et al. 2019).

Dans les étapes plus avancées de la formation de la plaque d'athérome, les CMLV vont former la chape fibreuse qui va recouvrir les stries lipidiques (Figure 4). Les CMLV et la matrice extracellulaire qu'elles produisent vont encapsuler le noyau lipidique acellulaire formé par le pool de lipides extracellulaires et une efférocytose insuffisante des cellules spumeuses mortes (CMLV et macrophages) qui vont par la suite subir une nécrose et libérer davantage de facteurs inflammatoires. Il s'agit alors de la lésion fibro-lipidique (Figure 3) (Basatemur et al. 2019). Au niveau de la lésion fibro-lipidique, des calcifications sont généralement observées dans le noyau nécrotique et la matrice extracellulaire qui l'entoure. Celles-ci résultent d'un certain nombre de processus tels les vésicules calcifiantes dérivées des macrophages et des CMLV, la libération de corps apoptotiques et l'activité de cellules ostéochondrogéniques dont l'origine pourrait être les CMLV (Basatemur et al. 2019). Des études ont également montré que les CMLV répondent aux médiateurs lipidiques en produisant du VEGF qui va promouvoir la néo-angiogenèse dans la média à partir de l'adventice (Ho-Tin-Noé and Michel 2011). Cette néo-angiogenèse est la principale cause des hémorragies intraplaques, le déterminant principal de la stabilité de la plaque (Ho-Tin-Noé and Michel 2011).

Ainsi, grâce au changement de leur phénotype, les CMLV sont impliquées dans diverses étapes de la formation de l'athérome chez l'homme, en particulier dans les étapes précoces.

Ceci est lié à leur capacité à acquérir un phénotype macrophage-like avec des activités d'endocytose et de phagocytose. Les CMLV contribuent aussi à la calcification de la plaque par un certain nombre de mécanismes y compris l'apoptose et la transformation en cellules ostéochondrogènes (Basatemur et al. 2019).

Complications de l'athérosclérose

Les conséquences cliniques principales de l'athérosclérose dépendent de l'emplacement anatomique vaisseau impliqué (angine de poitrine et infarctus du myocarde dans les artères coronaires et AVC dans les artères carotides). Elles se manifestent soit par une limitation du flux sanguin à la suite d'un rétrécissement de la lumière artérielle par la lésion croissante, soit par une thrombose [START_REF] Libby | Atherosclerosis[END_REF]). La principale cause de thrombose est la rupture de la plaque et les autres causes résultant essentiellement de l'érosion de la plaque [START_REF] Libby | Atherosclerosis[END_REF]).

Les CMLV jouent un rôle important dans la fragilisation de la plaque en amont de son éventuelle rupture et/ou son érosion. En effet, les CMLV sont impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire de la chape fibreuse principalement par la production de protéases (telle que les « Matrix Metalloproteinase ou MMP »). De même, avec l'avancement de l'athérosclérose, les CMLV de la chappe fibreuse subissent une mort cellulaire. En conséquence, la chappe fibreuse va s'amincir, se fragiliser et devenir sensible à la rupture. C'est ce qu'on appelle « plaque vulnérable ». Finalement, une minorité des thromboses est due à des nodules calcifiés qui forment des protrusions au niveau de la paroi vasculaire du côté de la lumière entrainant ainsi la formation de thrombus (Pasterkamp, den Ruijter, and Libby 2017).

La thrombose et ses conséquences cliniques ne sont pas les conséquences inévitables de l'athérosclérose. En effet, la prise en charge clinique, y compris l'instauration d'un traitement hypolipidémiant adapté, montre des résultats prometteurs sur l'amélioration des manifestations cliniques de l'athérosclérose, accompagnés de changements dans les caractéristiques de la « plaque vulnérable » (Basatemur et al. 2019). Une meilleure compréhension de la biologie des CMLV est nécessaire afin de pouvoir cibler sélectivement les cellules « coupables » ou de manipuler les phénotypes cellulaires pour obtenir un bénéfice clinique et/ou pour prévenir les processus sous-jacents au développement de l'athérosclérose chez l'Homme.

Acteurs impliqués dans la formation de la plaque 2.3.1 Lipoprotéines

L'élévation du taux circulant de cholestérol associé aux lipoprotéines, notamment les lipoprotéines de faible densité (LDL), qu'elle soit due à un excès de cholestérol alimentaire ou à une anomalie d'élimination du cholestérol par le foie, représente une cause majeure de l'athérosclérose. Le rôle du cholestérol dans les MCV et son métabolisme ainsi que les causes génétiques de son élévation sont développés en détails dans le chapitre 2.

Récepteurs des lipoprotéines

Depuis la découverte du récepteur des LDL, de nombreux récepteurs qui lient les LDL natives ou modifiées ont été identifiés. Parmi ces récepteurs, on peut citer les récepteurs de la famille des « LDL receptor-related Proteins ou LRP » qui appartiennent à la même famille que le récepteur des LDL et les récepteurs éboueurs ou « scavengers ». De même, à part leur rôle dans le métabolisme des lipides comme transporteurs du cholestérol, ces récepteurs, notamment les récepteurs LRP, sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques tels que le développement embryonnaire, l'inflammation, la thrombose, l'hyperplasie néo-intimale et l'athérosclérose [START_REF] Mineo | Lipoprotein receptor signalling in atherosclerosis[END_REF]). Dans cette partie, je vais développer les récepteurs LOX-1, CD36 et LRP1 afin de donner une vision globale du rôle joué par ces récepteurs dans la progression de l'athérosclérose à travers leur implication dans diverses voies de signalisation des cellules de la paroi vasculaire.

Récepteurs éboueurs dits « Scavengers »

Les récepteurs « scavenger » (SR) sont définis comme étant des protéines membranaires exprimées à la surface des cellules et capables de lier des ligands multiples afin de permettre leur élimination, souvent à la suite de leur internalisation [START_REF] Cuthbert | Scavenger Receptors as Biomarkers and Therapeutic Targets in Cardiovascular Disease[END_REF]).

Parmi les divers ligands des SR, on peut citer : les lipoprotéines, les cellules apoptotiques, les phospholipides et les hydrates de carbone. Ces récepteurs ont été découverts en 1979 par Le rôle des SR dans la régulation de l'athérosclérose représente actuellement un axe majeur de la recherche portant sur l'amélioration de la compréhension des mécanismes sousjacents à cette pathologie, ainsi que sur le diagnostic et le traitement des maladies cardiovasculaires qui lui sont associées. Cette partie porte sur deux récepteurs de la famille des SR : SR-E ou lectin-like oxidized LDL receptor-1 (LOX-1) et SR-B ou CD36 (Cluster of differentiation 36).

LOX-1

Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 ou LOX-1 est une glycoprotéine transmembranaire de 50 KDa de la famille des lectines de type C, connue aussi sous le nom d'OLR1 et SR-E1 [START_REF] Mineo | Lipoprotein receptor signalling in atherosclerosis[END_REF]. Ce récepteur a été initialement identifié dans des cellules endothéliales bovines comme capable de lier, internaliser et dégrader les LDL oxydées [START_REF] Sawamura | An Endothelial Receptor for Oxidized Low-Density Lipoprotein[END_REF]). Plus tard, il a été démontré qu'il est présent dans d'autres types cellulaires tels que les cellules endothéliales des artères coronaires humaines, les macrophages, les plaquettes, les fibroblastes, les CMLV et les cardiomyocytes [START_REF] Pothineni | LOX-1 in Atherosclerosis and Myocardial Ischemia: Biology, Genetics, and Modulation[END_REF].

A des aortes présentant de l'athérosclérose et notamment au niveau de l'endothélium, des CMLV de l'intima et des macrophages [START_REF] Kataoka | Expression of Lectinlike Oxidized Low-Density Lipoprotein Receptor-1 in Human Atherosclerotic Lesions[END_REF].

C. Fonctions

Il a bien été démontré que LOX-1 joue un rôle majeur dans toutes les étapes du développement de l'athérosclérose, de la formation des stries lipidiques à la formation de la plaque d'athérome et ceci implique, entre autres, le dysfonctionnement endothélial, l'adhésion monocytaire, le stress oxydatif, la formation des cellules spumeuses, la prolifération des CMLV, le dépôt de collagène et l'activation plaquettaire (Figure 6) [START_REF] Pothineni | LOX-1 in Atherosclerosis and Myocardial Ischemia: Biology, Genetics, and Modulation[END_REF]. 7). dans les CMLV de souris (smLRP1 -/-, LDLR -/-) induit une surexpression de PDGFR, une activation anormale de la voie de signalisation PDGFR, une prolifération des CMLV, et une grande susceptibilité à développer l'athérosclérose. Cependant, ces effets étaient réduits lorsque les souris sont traitées avec du Gleevec (imatinib mesylate) qui est un inhibiteur de la voie du PDGF (Boucher et al. 2003). Ainsi, ils ont conclu que LRP1 joue un rôle important dans la protection de l'intégrité vasculaire en empêchant le développement de l'athérosclérose à travers le contrôle de l'activation du PDGFR (Boucher et al. 2003).

A part son rôle dans l'athérosclérose, les études sur les souris invalidées pour LRP1 dans la CMLV ont montré que LRP1 joue également un rôle protecteur contre la formation Les détails concernant l'apoE et son implication dans différentes formes de dyslipidémies primaires sont présentés dans la revue qui suit.

Régulation du cholestérol
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Introduction

ApoE is a major apolipoprotein that controls lipoprotein metabolism. ApoE is expressed in many cells, primarily in the liver, and also in the brain, spleen, kidneys, gonads, adrenals, and macrophages [1]. The widespread production of apoE indicates its importance in various pathways such as lipoprotein, fat-soluble vitamins and glucose/energy metabolisms, signal transduction, metastasis, angiogenesis or neurosciences.

ApoE is a component of chylomicrons, very-low-density lipoproteins (VLDL), intermediate-density lipoproteins (IDL), low-density lipoproteins (LDL), high-density lipoproteins (HDL), and lipoprotein (a) (Lp(a)). Classical knowledge is that LDL does not have apoE, nevertheless, since apoE binds to lipids through its C-terminal domain it seems difficult that it binds to HDL, VLDL, IDL and Lp(a) but not LDL at all. Indeed, lipoproteins isolated by flotation sequential ultracentrifugation showed that apoE represents 0.40%, 0.10% and 0.38% of the total mass of VLDL, LDL and HDL, respectively [2], and is found in HDL (61 ± 27%), VLDL (35 ± 25%), Lp(a) (4 ± 9%) and LDL (1 ± 1%) in fasting plasma [3]. Lipoproteins isolated by anti-apoE immunoaffinity chromatography showed the presence of 21, 19, and 5 molecules of apoE in a portion of VLDL, HDL, and LDL respectively [4]. ApoE plays a key role in regulating the clearance of these lipoproteins from the plasma and controls plasma lipid levels as well as homeostasis of tissue lipid content as the ligand for cell-surface lipoprotein receptors. ApoE mediates the interaction between apoE-carrying lipoproteins and the LDL receptor, the LDL receptor-related protein (LRP), the VLDL receptor, the apoE receptor-2 and heparan sulfate proteoglycans (HSPG) [5] (Fig. 1). As a ligand for heparin and HSPG in extracellular matrices or on cell membranes, apoE may also influence cellular responses to signals [1]. ApoE also contributes to the catabolism of VLDL particles. Once secreted, triglyceride-rich VLDL can be hydrolyzed by lipoprotein lipase (LPL). An excessive hepatic production of VLDL can cause a saturation of this pathway and an increase in plasma levels of triglyceride-rich lipoproteins [6]. It is now well established that apoE, as an apo CIII co-factor, inhibits LPL and the triglyceride-rich lipoprotein lipolysis [7,8]. Also, apoE could increase the hepatic production of VLDL by activating the particle assembly cascade [9]. These data underline the potential impact of a dysfunctional apoE on the metabolism of triglyceride-rich lipoproteins and the etiology of dyslipidemia. Furthermore, apoE plasma levels are associated with different causes of mortality: high apoE levels are associated with cardiovascular and cancer mortality while low apoE levels were causally associated with dementia-associated mortality [10].

The APOE gene is located at chromosome 19q13.2 and encodes a 317 amino acid apolipoprotein E precursor (NM_000041.4). After cleavage of the 18-amino acid signal peptide and glycosylation, mature apoE is secreted as a 299 amino acid protein with a relative molecular mass of 34 200 kDa.

The variants that give rise to the apoE isoforms are rs429358, p. Cys130Arg (E4), and rs7412, p.Arg176Cys (E2). According to the frequencies given by the Genome Aggregation Database (gnomAd), with the sequencing of about 100 000 subjects from various disease-specific and population genetic studies, the rs429358 allele frequency is 14.25% and the rs7412 allele frequency is 6.542% in the total gnomAd population. Thus, the approximate prevalences for E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 and E4/4 are 0.4, 6.5, 0.9, 75.9, 14.3 and 2.0%, respectively.

Which is overall in agreement with previous reports in healthy subjects [11][12][13], but different from what is observed in hyperlipidaemic patients for whom the E4 isoform is more frequent and the E2 less frequent than in a control group [13].

ApoE accounts for 1%-8.3% of the total variance of LDL cholesterol [12]. Because the different isoforms have different affinity for lipoproteins and receptors, apoE2 and apoE4 have a significant impact on interindividual variation of lipid and lipoprotein levels in normal subjects. The residues that determine apoE isoforms are in the receptor-binding domain (154-168 and Arginine 190), separated from the lipid-binding domain (262-290) by a hinge region (218-233) (Fig. 2) [5,14]. The structure and electric charge of apoE are crucial for the optimal function of the protein and the binding to lipids is necessary for receptor affinity. Once binding to lipoproteins, apoE undergoes conformational changes and adopt a circular horseshoe shape in which the lipid -binding and the N-terminal domains join to wrap around the lipoprotein and the critical residues for binding, 154-168 and Arg-190, meet nearby [14]. In apoE4, the substitution Cys130Arg lead to a more compact structure, due to N-and C-terminal ends interaction, which changes its affinity preference from HDL to VLDL but have less impact on the receptor binding properties [14]. ApoE4 is associated with higher apo B, total-, LDL-, and remnant-cholesterol levels [15] due to its preference for VLDL, and its higher production rate [16], and to its higher VLDL-lipolysis activity, or less inhibitory effect, relative to apoE3 [8] (Fig. 1). The other classical hypothesis, according to which the increased level of LDL in apoE4 carriers would be due to the downregulation of LDL receptor expression consequent to the accelerated hepatic uptake of apoE4-rich VLDL, could complete the pathophysiology of the apoE4 Fig. 1. Effect of APOE variants on the metabolic pathways of triglyceride rich lipoproteins. Several apoproteins including apoE are produced by the liver in the rough endoplasmic reticulum. ApoE, apoB100, apoC are then associated with triglycerides and cholesteryl esters to form VLDL particles. Nascent VLDL particles are secreted by the liver via golgi vesicles. Once in the circulation, VLDL particles can acquire more apoE and apoC molecules form HDL particles. In the vessels of peripheral tissues, VLDLs are hydrolyzed and converted to VLDL remnants by Lipoprotein lipase (LPL) located on capillary endothelium. ApoE, as a co-factor for apoCIII, inhibits LPL. VLDL particles are also converted to LDL by loss of triglycerides and apoE. ApoE binds with high affinity to cell-surface lipoprotein receptors including LDL receptor, the LDL receptor-related protein (LRP), the VLDL receptor, the apoE receptor-2. It also binds to cell surface HSPGs which facilitates the interaction with the LRP and possibly other receptors. Common and rare APOE variants are associated with dyslipidemia by affecting triglyceride rich lipoproteins metabolic pathways. Apo: apoprotein; VLDL: very low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density Lipoprotein; RER: rough endoplasmic reticulum; LPL: lipoprotein lipase; HL: hepatic lipase.

isoform. The substitution Arg176Cys in apoE2 causes the disruption of a salt bridge, lowers the positive potential, and alters the receptor-binding domain which affects drastically apoE2 affinity for its receptors (<2%) but not its affinity for HSPG [5]. Thus, apoE2 is associated with higher remnant-cholesterol levels [15], as observed for 1-10% of the apoE2 homozygotes, under the influence of other genetic or environmental factors, who develop type III hyperlipoproteinemia (OMIM #617347). These factors (oestrogen deficiency, hypothyroidism, obesity and diabetes) lead to a saturated or impaired lipoprotein clearance. ApoE2 also inhibits the VLDL lipolysis significantly more than apoE3 and apoE4 [8] probably by a reduction in the apoCII content of VLDL [17] (Fig. 1). Thus, explaining why apoE2 is also associated with lower apo B, total-, and LDL-cholesterol levels, relative to apoE3 [15]. The other classical hypothesis, according to which the decreased level of LDL in apoE2 carriers would be due to an opposite mechanism to that of apoE4 (the relative impoverishment of apoE2 in VLDL would slow down hepatic uptake and consequently upregulate the LDL receptor), could complete the pathophysiology of the apoE2 isoform.

On average, apoE2 lowers total cholesterol levels by approximately 14 mg/dL and apoE4 raises them by approximately 8 mg/dL [12]. Thus, although LDL contains only few apoE, its isoforms influence LDL concentration and size along with many other factors including sex, age and triglyceride levels. The recent analysis of 228 serum metabolites in a cohort of 2234 young Finns showed that the apoE4 isoform influences LDL and VLDL particle sizes as well as their composition increasing their concentrations of free/esterified cholesterol, triglycerides, phospholipids and total lipid, thus increasing their size [18]. The opposite being observed for the apoE2 isoform [19]. Furthermore, apoE isoforms influence the Lp(a) mass that is 65% higher for apoE4 homozygous carriers relative to apoE2 homozygous carriers [20].

In addition to the three major isoforms apoE2, E3 and E4, three minor apoE isoforms have been observed by isoelectric focusing, E1, E5, and E7, each one presenting several nucleotide sequence variants with different amino acid substitutions [21]. The minor E1 isoform has an isoelectric point more acid, by two units of charge, than apoE3 due to either p.Lys164Glu, p.Arg168Gly-E2, p.Gln174_Gly190del variants (Table 1). The apoE1 p.Lys164Glu variant, within the receptor binding domain of apoE, is produced at a higher rate and catabolized significantly slower than apoE3, due to its reduced affinity for the LDL receptor and for heparin [22,23] (Fig. 1). The minor E5 isoform has an isoelectric point more basic by two units of charge than apoE3, due to either p. Glu21Lys, p.Gln99Lys, p.Pro102Arg, p.Val153_Arg160dup, or p. Glu230Lys variants (Table 1). The apoE5 p.Glu21Lys variant, within the N-terminal domain of apoE, presents a twofold increased receptor-binding activity while the activity is unaffected by the apoE5 p. Pro102Arg variant also localized in the N-terminal domain [24] (Figs. 1 and2). This indicates that the enhanced receptor-binding activity of basic apoE isoforms depends on the position at which additional positively charged amino acids are incorporated. The apoE5 p.Glu230Lys variant, in the heparin binding domain, displays enhanced receptor-and heparin-binding activity, but decreased catabolism in cultured fibroblasts [25] (Figs. 1 and2). Since receptor-mediated endocytosis of apoE lipoproteins is facilitated by proteoglycan ligands transfer, the stronger binding of apoE5 p.Glu230Lys variant to proteoglycans could reduce the rate at which it is finally delivered to the endocytosis pathways. The minor E7 isoform, also named apoE-Suita, has an isoelectric point more basic by four units of charge than apoE3, due to the replacement of two glutamine residues by two lysine residues at positions 262 and 263 in the lipid-binding domain [26] (Fig. 2). Each of the two nucleotide variants contributing to the apoE7 isoform, rs140808909 and rs190853081, are only found in the Japanese population with a relative frequency of 0.7% for the apoE7 allele in a cohort of 1269 Japanese subjects [27]. According to the frequencies given in the Genome Aggregation Database, with the sequencing of about 8000 Est Asian subjects from various disease-specific studies, the rs140808909 and rs190853081 frequency is 0.27% for both, giving a frequency of 0.073% for the apoE7 allele.

Moreover, rare apoE mutants have been associated with different dyslipidemias such as familial dysbetalipoproteinemia (FD, type III) (OMIM # 617347), familial combined hyperlipidaemia (FCHL, type IIb) (OMIM # 144250), ADH (type IIa), hypertriglyceridemia (HTG, type IV and V), lipoprotein glomerulopathy (LPG) (OMIM #611771) [21,28], sea-blue histiocytosis (OMIM #269600) [29] or late-onset Alzheimer disease (OMIM # 104310) [30].

ApoE and autosomal dominant hypercholesterolemia (ADH)

Familial Hypercholesterolemia (FH) is an autosomal codominant genetic lipoprotein disorder, type IIa hyperlipoproteinemia according to Fredrickson's classification [31,32], initially identified through mutations into the low density lipoprotein receptor encoded by the LDLR gene at 19p13.2 (OMIM #143890, #606945). FH is a codominant disease since each allele contributes to the phenotype and heterozygotes present with an intermediate phenotype of that of homozygotes. The same phenotype is also observed with mutations in the apolipoprotein B [APOB gene at 2p24.1 (familial defective apolipoprotein B (OMIM #107730, #144010))], the proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 [PCSK9 gene at 1p32.3 (OMIM # 607786)] -and the apolipoprotein E [APOE gene at 19q13.32 (OMIM #107741)]. While homozygous carriers of an APOB mutation are very rare, Familial defective apolipoprotein B appears to be a dominant disease with homozygotes reported to have cholesterol concentrations in the range for heterozygotes carriers [33]. To our knowledge, no homozygous carrier of a PCSK9 or APOE hypercholesterolemic mutation has been reported yet, thus the status of the transmission mode for these diseases cannot be defined as dominant or codominant. Nowadays, frequently the denomination FH is used for all these forms of type IIa hyperlipoproteinemia while the most suitable denomination is Autosomal Dominant Hypercholesterolemia (ADH) as FH refers to LDLR mutation carriers only. There is the need of an international consensus on precise terminology to avoid misunderstanding.

ADH is one of the most frequent genetic diseases with a prevalence of 1 in 313 or 311 according to two recent meta-analyses of 11 [34] and 7.3 [35] million subjects. ADH is characterized by a selective increase of circulating Low Density Lipoproteins (LDL) in the plasma since birth giving rise to premature mortality from cardiovascular disease (CVD), with a 13-fold higher coronaropathy risk [36]. ADH has proven to be genetically heterogeneous and associated with defects in at least four different genes. In 1973, Goldstein et al. showed that ADH may result from defects in the LDL receptor that removes LDL from plasma [37]. Subsequently, Innerarity et al. revealed the genetic heterogeneity of ADH by reporting hypercholesterolemic patients with normal LDL receptor activity [38]. Their work on these patients led to the detection of the first hypercholesterolemic mutation in the APOB gene, which encodes the main ligand for the LDL receptor: apolipoprotein B-100 (apo B-100) implicated in the uptake of LDL particles from blood [39]. Fourteen years later, gain of function mutations in PCSK9 (proprotein convertase subtilysin kexin 9) were reported in ADH families unlinked to either the LDLR or the APOB gene [40]. PCSK9, the ninth member of the proprotein convertase (PC) family, has been identified as a major regulator of cholesterol homeostasis [41]. PCSK9 binds the extracellular epidermal growth factor-like repeat A (EGF-A) domain of the LDL receptor and thus disrupts its recycling to the cell surface by targeting it to the lysosomal pathway for degradation [42]. Further genetic heterogeneity of ADH has been established more recently, with the demonstration that 19% of ADH cases are not caused by a defect in either the LDLR, APOB or PCSK9 gene [43]. Two other ADH loci have been localized on chromosomes 16q22.1 [44] and 8q24.22 [45], as well as mutations that segregate with the ADH disease in the apolipoprotein E (apoE) gene (APOE) [46][47][48] and the signal transducing adaptor family member 1 gene (STAP1) [49]. However recent functional studies showed that STAP1 does not alter plasma LDL-cholesterol in mice and humans [50], and familial analyses showed no cosegregation with the disease for four predicted pathogenic variants [51], delisting STAP1 as an authentic ADH gene.

Nine apoE variants (p.Glu21Lys, p.Leu46Pro, p.Gln99Lys-E4, p. Pro102Arg, p.Arg163Cys, p.Leu167del, apoE7-Suita, p.Arg269Gly, p. Leu270Glu) have been observed in single cases with hyperLDLemia (type IIa hyperlipoproteinemia), but the possible co-segregation with hypercholesterolemia in the families was not always analyzed [24,27,[46][47][48][52][53][54][55][56][57][58] (Table 1).

Two variants in the APOE gene, p.Arg163Cys [48] and p.Leu167del [46,47], were observed with a co-segregation with hyperLDLemia in the families. The p.Arg163Cys is carried by the mother, who is suffering from hypercholesterolemia with a LDL cholesterol of 270 mg/dL, and her son (LDL cholesterol 415 mg/dL) who is homozygote carrier [48]. The p.Leu167del variation was reported in two different families [46,47]. A large French ADH family, with 14 affected members, was analyzed through whole genome linkage and whole exome sequencing and revealed that the p.Leu167del variation in the APOE gene is responsible of the ADH phenotype [46]. Shortly after, an ADH family from Italian origin with two affected members, one with tendinous xanthomas, was analyzed through whole exome sequencing and also revealed the co-segregation of the p.Leu167del variant [47]. Kinetic studies of apo B-100-containing lipoproteins was performed in one p. Leu167del carrier of the French ADH family [46]. LDL kinetic parameters were similar to those from FH patients (mutation in the LDLR gene) with an increased LDL pool, which was the consequence of both an increase in VLDL production rate and a decrease in LDL catabolism, and thus explaining the hyperLDLemia observed in the family [46]. An explanation of the decreased LDL catabolism was given by the study of * Transcipt ENST00000252486.9 (Ensembl Reference Sequence), NM_000041.4 (NCBI Reference Sequence).

Htz: heterozygote. Hmz: homozygote. ADH: autosomal dominant hypercholeterolemia (Type IIa). FCHL: familial combined hyperlipidemia (type IIb). FD: familial dysbetalipoproteinemia (type III). LPG: lipoprotein glomerulopathy. HTG: hypertriglyceridemia (Type IV and V). HC: hypercholesterolemia. RP: reduced penetrance.

VLDL from p.Leu167del carriers showing a reduced expression of the LDLR gene when compared to VLDL from E3/E3 carriers [13] (Fig. 1). The p.leu167del variant has been previously shown to segregate with familial combined hyperlipidemia (FCHL) in three families with a dominant transmission pattern [59]. The p.Leu167del variant has also been previously associated with familial splenomegaly and thrombocytopenia in two unrelated probands with mild hypertriglyceridemia that worsened after splenectomy [29] and in one member from a family in which dyslipidemia segregated with the apoE p.leu167del variant [58]. Splenomegaly has been explained by an increased uptake of mutant p.Leu167del apoE-containing lipoproteins by macrophages [29], but probably requires some other unknown defect to develop.

Modelling analysis based on the NMR structure of the full-length apoE3 isoform was used for interpreting the effect of three variations identified in patients with type IIa hyperlipoproteinemia: p.Leu46Pro, p. Arg163Cys and p.Leu167del [48]. The p.Leu46Pro variant, located in the first of the four α-helix in the N-terminal domain, inserts a proline residue and thus was predicted to be destabilizing the α-helix. A previous analysis of the E4-p.Leu46Pro variant -which is associated with an increased risk of Alzheimer's disease (AD) (odds ratio (OR) 13.2) increasing the risk of the apoE4 alone by five times [60] -showed an affected stability and structure of the protein [61]. The p.Arg163Cys and p.Leu167del variants, in the receptor-binding domain (region 154-168) (Fig. 2), are thought to impair receptor-binding properties of the apoE protein (Fig. 1). Homology modeling of the human wild type apoE protein and of the deleted mutant was used for interpreting the effect of the p.Leu167del mutant [46,47]. The p.Leu167del variation interrupts one α-helix in a group of four helices stabilized by a leucine zipper within the receptor-binding domain. Disruption of one helix in the group very probably alters the interaction with the three others. The electrostatic surface charges are altered in apoE p.Leu167del, that also likely influences interaction with lipids and affinity of apoE to its receptors [46].

Finally, among the 41 carriers of the apoE7-Suita reported, 27 presented normal lipid values, 6 were with hypertriglyceridemia, 5 were with isolated LDL increase, 2 presented mixed hyperlipidemia, and 1 was diagnosed with type III hyperlipoproteinemia (familial dysbetalipoproteinemia (FD)) (Table 2).

ApoE and familial combined hyperlipidemia (FCHL)

Familial combined hyperlipidemia (FCHL) is a common disorder of lipid metabolism which leads to elevated levels of VLDL, LDL, or both in plasma, leading to a mixed hyperlipidemia with both high totalcholesterol and triglycerides levels. FCHL occurs in up to 1-3% of the general population and may account for one third to one half of familial causes of early coronary heart disease [62]. The phenotype of FCHL is highly variable among family members, depending on genetic and environmental factors, and may present as mixed hyperlipidemia, isolated hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, or as a normal serum lipid profile in combination with abnormally elevated levels of apolipoprotein B. The presence of small dense LDL particles has also been associated with FCHL. Small dense LDL particles are generated when triglyceride-rich VLDL particles are abundant. VLDL particles can exchange their triglyceride molecules for cholesteryl esters from LDL particles which results in cholesterol-depleted LDL particles [6]. In the circulation, LDL particles are substrate for endothelial-bound lipases which leads to the formation of smaller and more dense particles [7]. Affected individuals may have variable degrees of elevated total cholesterol, triglycerides, or LDL cholesterol and are at high risk for premature atherosclerotic cardiovascular disease.

FCHL is a genetically complex disorder with reduced penetrance. Most cases of FCHL are considered polygenic with the interaction of multiple susceptibility factors. Many of the genes contributing to FCHL are unknown: susceptibility loci have been reported at 1q21-23, 11p14.1 and 16q22-24.1, and a consistent association with the chromosome 11 loci has been shown [62]. This locus contains several candidate genes such as the upstream transcription factor 1 gene (USF1) which encodes a transcription factor that regulates numerous genes of the lipoprotein metabolism including APOE. However, several genes have already been described in FCHL and have been associated with three major metabolic pathways: adipose tissue dysfunction, hepatic fat accumulation and overproduction, disturbed metabolism and delayed clearance of apolipoprotein B-containing particles [6]. ApoE serves as the ligand for the clearance of triglyceride-rich lipoproteins and as a co-factor for lipoprotein lipase (LPL) responsible for the hydrolysis of triglycerides in VLDL driving the formation of IDL and LDL. Thus, a variation of either the structure or the function of apoE could have an impact on the metabolism and clearance of triglyceride-rich lipoproteins and the development of FCHL [6]. Eight variants in the APOE gene have been reported with either FCHL or mixed hyperlipidemia (Table 1). Three variants -p.Arg154Ser, p.Leu167del, p.Glu230Lyswere reported in families with a dominant transmission of a mixed hyperlipidaemia phenotype defining FCHL [25,59]. The two first variants are in the receptor-binding domain, while the p.Glu230Lys is in the hinge domain (Fig. 2). Receptor-binding studies have shown that p.Arg154Ser apoE mutant had only 41% of the apoE3 receptor binding capacity. Moreover, lipoprotein turnover studies showed a significantly reduced catabolic rate of VLDL particles from patient carrying the p.Arg154Ser variant [63] (Fig. 1). When associated with apoE2, p.Glu230Lys modifies the binding preference of apoE-containing particles from lipoprotein receptors to proteoglycans reducing the uptake and degradation of these particles. This could explain the increased of triglycerides in p. Glu230Lys carriers [64] (Fig. 1). Five variants -p.Gly145Asp-E2, p. Arg235Trp, p.Arg242Gln, p.Val254Glu-E2, apoE7 -were reported in single cases presenting with a mixed hyperlipidaemia phenotype [27,46,48,56,57,65]. However, without notion of familial segregation, it is not possible to confirm the involvement of these variants in the pathogenesis of FCHL. Furthermore, without information on the level of VLDL-remnants (IDL), it is also not possible to validate the participation of these variants in the genetic heterogeneity of type III hyperlipidaemia (familial dysbetalipoproteinemia (FD)).

ApoE and familial dysbetalipoproteinemia (FD)

Familial dysbetalipoproteinemia (FD), also called type III hyperlipoproteinemia, is an atherogenic disorder characterized by a mixed hyperlipidaemia, due to accumulation of VLDL remnants and IDL, similar to the FHCL phenotype. As for FHCL, the FD phenotype is highly variable. The diagnosis of FD can easily be performed by lipoprotein electrophoresis using either agarose or polyacrylamide gel disc electrophoresis or by gel-permeation high-performance liquid chromatography (GP-HPLC). FD is diagnosed based upon the presence of broad beta pattern and increase of chylomicron and VLDL remnants. FD is due to dysfunctional genetic variants of apolipoprotein E with the homozygous E2/E2 in most of the cases. However, only 1-4% of the E2/E2 carriers will developpe FD [66] indicating that additional factors are necessary for manifestation of FD. In contrast to lipoprotein analysis, the identification of the apoE isoform is easily obtained by isoelectric focusing, PCR-mediated site-directed mutagenesis, or direct gene sequencing.

Thirty-one variants in the APOE gene have been reported in hyperlipidemic patients presenting FD diagnosed by the presence of a broad β migrating band on the electrophoresis separation of lipoproteins (Table 1). The first apoE mutant in type III hyperlipoproteinemia (FD) reported is the ApoE3-Leiden variant characterized by an in-frame repeat of 21 nucleotides in exon 4 leading to a 7 amino-acid duplication, p.Glu139_Gly145dup, localized 9 residues before the receptorbinding domain (154-168) [67]. The seven-amino acid insert introduces one extra negatively charged glutamyl residue when compared with the common apoE4 variant and thus leads to a focusing on the apoE3 position on isoelectric focusing gels [67]. ApoE3-Leiden is Lipid parameters are given in mg/dL. Type IIa, IIa, III, IV clinical phenotypes were distinguished according to WHO criteria. Type III hyperlipidemia was recognized by the presence of a mid-band larger than the LDL band on electrophoresis [55]. IEF: isoelectric focusing. SEQ: Sequencing of the p.Glu262Lys/p.Glu263Lys variant. PCR: PCR-mediated site-directed mutagenesis of the p.Glu262Lys/p.Glu263Lys variant. hLDL: hyperLDLemia. HC: primary hypercholesterolaemia. HTG; hypertriglyceridemia. N: normolipidemic.

defective in binding to the LDL receptor. The p.Arg154Ser variant, APOE-Christchurch, has been identified in hyperlipidemic patients presenting FCHL, FD or primary hypertriglyceridemia (HTG) illustrating the variability of the phenotype and the difficulty of clinical diagnosis [59,63,[68][69][70]. The p.Arg160Cys-E4 variant has been shown to segregate with the FD phenotype in a 6-member family on the dominant mode [71]. Functional analysis of this variant either on the E3 or E4 isoform showed a significantly reduced receptor-and heparin-binding activity on human fibroblasts indicating that the cysteine at residue 160, and not the E4 arginine at residue 130, is responsible for the decreased receptor-binding activity of the variant [72]. The apoE1 p.Lys164Glu variant has also been shown to segregate with the FD phenotype in a 12-member family on the dominant mode [73] and characterized with a higher production rate, and a reduced catabolism due to its reduced affinity for the LDL receptor and for heparin [22,23]. The p.Lys164Gln, associated with the E2 isoform, has defective binding activity for the lipoprotein receptors [66]. Moreover, 4 variants -p.Trp5*, p.Arg145Cys, p.Arg154Ser, p.Ala227Glyfs*20 [68,[74][75][76] -were shown to be inherited on the autosomal dominant mode with reduced penetrance, adding complexity to the molecular diagnosis.

ApoE and lipoprotein glomerulopathy (LPG)

Lipoprotein glomerulopathy (LPG) is a renal disease in which lipid deposition is limited to the kidney and is believed to cause glomerulosclerosis. This disease is characterized by glomerular lipoprotein thrombi and clinically by proteinuria and type III hyperlipoproteinemia with apoE abnormality [21,28]. The elevated plasma apoE concentration caused by reduced receptor-binding activity is an important determinant for the development of LPG. However, hyperlipidaemia in LPG is often milder than in type III hyperlipoproteinemia, or not even recognized in some cases of LPG. Seventeen variants in the APOE gene have been reported in lipoprotein glomerulopathy (LPG) (Table 1). Several variants were reported in single cases with various disease expression from the p.Arg132Cys in a normolipidemic patient with normal levels of apoE [77] to the p.Ser215Cys-E2/E2 in a type III hyperlipidaemic patient [78]. Four variants -p.Arg43Cys, p. Lys161_Arg165del, p.Arg168Cys, p.Arg168Pro -were reported in families with a dominant transmission and a reduced penetrance [79][80][81][82].

Overlaps between ADH, FCHL, FD and LPG

Mutations in the LDLR gene were reported in patients with a clinical diagnosis of FCHL [83]. A study conducted on 143 unrelated FCHL patients showed that 19.6% were carriers of LDLR mutations. Some of these mutations have been previously identified as the cause of ADH indicating that patients with ADH presenting with hypertriglyceridemia may be misdiagnosed with FCHL [83]. Interestingly, APOE variants were also identified in patients diagnosed with FCHL [83] and the same APOE variant can be reported with both FCHL and ADH. Rare APOE mutations are responsible for 3.5% of FCHL cases in a Spanish population [59] out of which 1.4% were carriers of the p.Leu167del variant [59] already identified as the causative mutations of ADH in two different families [46,47]. The APOE p.Arg163Cys variant was found, in association with the E2 isoform, in a single case with FD [84], and in a family with ADH [48]. The association of the p.Arg163Cys variant with the E2 common polymorphism may amplify effects contributing to the triglyceride elevation that differentiate FD from ADH. Moreover, the overlapping clinical presentation of FCHL and ADH exists [83], hypertriglyceridemia can sometimes be observed in ADH subjects, mainly because of the many common genetic, metabolic and environmental factors contributing to triglyceride elevation, or perhaps epigenetic and other non-mendelian interacting effects. Variants in the LDLR or APOE gene may amplify the effect of these factors, and thus, according to the number or the nature of these factors, could be associated with an overlapping phenotype between FCHL, ADH and sometimes FD when the subject is E2/E2. The genotyping of APOE and the exclusion of LDLR and APOE variants in patients with combined dyslipidemia could be very informative for the differential diagnosis of lipid disorders. The current diagnostic criteria for ADH, excluding all patients presenting high triglyceride levels, could be responsible for an underdiagnosis and hence an undertreatment of the disease. Furthermore, many glomerular disorders caused by abnormalities in apoE-containing lipoproteins have been identified. Of these disorders, lipoprotein glomerulopathy and apoE2 homozygote glomerulopathy have been characterized and differentiated histologically [21]. However, both disorders present with a lipid profile similar to FD [21]. In fact, apoE homozygosity is considered responsible for FD, but only 10 cases of apoE2 homozygote glomerulopathy were reported worldwide. The presence of other factors seems necessary to trigger the disease. LPG was first identified as a glomerular disease associated with type III hypercholesterolemia. Genetic studies identified numerous heterozygotes APOE variants associated with LPG, most of them are located within the receptor-binding domain. Whilst, it was previously perceived that FD observed in the patients is responsible for the LPG phenotype, current studies claim that the abnormal lipid-free apoE structure and aggregation caused by APOE variants are the cause behind the development of LPG. Pathological studies have shown that, in contrast with homozygote E2 glomerulopathy, treatment with fibrates is effective for the management of hypertriglyceridemia in LPG, but not homozygote E2 glomerulopathy, and could prevent the glomerular damage [85,86]. Thus, both genotyping and sequencing of APOE could be very useful in patients with a FD-like phenotype in order to set the diagnosis, the prevention and the treatment of the glomerular diseases and their consequences on renal dysfunction.

Conclusion

Common APOE variants are associated with variations in lipid and lipoprotein levels alongside with other common genetic and environmental factors influencing the clinical presentation of lipid disorders associated with rare APOE variants.The identification of the APOE p. Leu167del variant as the causative molecular element in two different ADH families [46,47], paved the way to consider APOE as a candidate gene for ADH. Recent works showed that causal variants in APOE are not an insignificant cause of ADH with a frequency of 1.3% of affected patients in a French cohort [48] and 3.1% in a Spanish cohort [13]. On the contrary, APOE causative variants are not a common cause of hypercholesterolemia in a Norwegian population with a frequency of 0.2% [74]. Altogether, these results show that screening of the APOE gene is warranted in the setting of molecular diagnosis of ADH along with the LDLR, APOB, and PCSK9 genes. Which will be routinely possible with the progressive use of next generation sequencing (NGS). The molecular diagnostics is warranted to allow the constitution of homogeneous cohorts of patients, and to understand the natural history and the evolution with age of lipid diseases associated with the different variants of apoE. This will also make it possible, as has been widely reported for FH, to set up cascade screening allowing the diagnosis of relatives at risk and their early treatment. Finally, for the patient itself, it has been shown that knowledge of the mutation leads to better adherence to treatment. More studies are needed to determine the spectrum of implication of APOE in various lipid disorders, notably ADH, in order to improve clinical and genetic diagnosis, prognosis and patient care management. YAK is supported by a grant from Ministère de l'Education Nationale et de la Technologie (France), a grant from Nouvelle Société Francophone de l'Athérosclérose (France), and a grant from Lebanese National Council for Scientifc Research (CNRS-L). 
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PCSK9

Définition

PCSK9 (« Proprotein Convertase Subtilisin

Une fois dans la circulation après leur administration, les anticorps anti-PCSK9 lient la PCSK9 libre circulante et réduisent sa concentration plasmatique. Il en résulte une réduction de la dégradation des récepteurs des LDL dans les lysosomes. Ainsi, le nombre de récepteurs de LDLR à la surface des cellules augmente, et par conséquent, davantage de particules de LDL se lient à leur récepteur. La concentration de LDL-C

plasmatique est ensuite réduite.

Fonctions extra-hépatiques

A part son rôle dans la régulation du nombre de récepteurs des LDL à la surface des hépatocytes, de nombreuses fonctions extra-hépatiques de PCSK9 ont été décrites et sont détaillées dans le chapitre 3 de cette section. 

Traitement

Les séquestrants biliaires

Autres formes d'hypercholestérolémie 2.1 Hypercholestérolémie à transmission autosomique récessive

L'hypercholestérolémie à transmission autosomique récessive (ARH) est un trouble très rare du métabolisme du LDL. Elle est due à des mutations perte de fonction du gène LDLRAP1 qui code une protéine adaptatrice requise pour l'internalisation du récepteur des LDL. Elle est caractérisée par un phénotype assez semblable à celui de l'ADH homozygote avec des mutations provoquant un récepteur défectueux mais moins sévère que celui associé à une ADH homozygote avec des mutations négatives pour le récepteur des LDL, et elle est associée à un risque CV élevé [START_REF] Fellin | The History of Autosomal Recessive Hypercholesterolemia (ARH). From Clinical Observations to Gene Identification[END_REF]) . Ces fonctions comprennent des actions dans l'intestin, le système endocrinien, le pancréas, les reins, les tumeurs, ainsi que l'inflammation et la paroi vasculaire.

Hypercholestérolémie polygénique

PCSK9 au niveau intestinal

Les études sur des biopsies intestinales humaines et des lignées cellulaires intestinales ont montré que PCSK9 est exprimé dans l'intestin chez l'homme. Cependant, PCSK9 n'est pas détectée au niveau de la veine porte suggérant que la PCSK9 produite par l'intestin n'est pas sécrétée dans la circulation mais aurait plutôt une action paracrine ou autocrine (Stoekenbroek et al. 2018). Il a également été suggéré que le déficit en PCSK9 est associé à une réduction de 

PCSK9 et système endocrinien

En plus des mécanismes de régulation de PCSK9 déjà détaillés ci-dessus, PCSK9 est régulé par des facteurs hormonaux et nutritionnels. Sa concentration plasmatique suit un rythme circadien sous l'effet de l'insuline, l'hormone de croissance, l'oestrogène et les hormones thyroïdiennes (Akram et al. 2010). Cependant, PCSK9 ne semble pas avoir un effet significatif sur l'homéostasie hormonale. En effet, les sujets porteurs de mutations perte-de-fonction de PCSK9 et les sujets recevant un traitement anti-PCSK9 ne présentent pas de troubles endocriniens malgré des taux plasmatiques extrêmement bas de PCSK9 (Akram et al. 2010).

Ceci représente un argument en faveur de la sécurité des inhibiteurs de PCSK9. Toutefois, récemment, une étude a montré que l'inhibition de PCSK9 pourrait stimuler la réponse tumorale à l'immunothérapie par un mécanisme indépendant de sa fonction dans la régulation du cholestérol (Liu et al. 2020, 9). En effet, l'inhibition de PCSK9 provoque une augmentation de l'expression du MHCI (« Major Histocompatibility Protein Class I ») à la surface des cellules tumorales ce qui favorise l'infiltration de la tumeur par les cellules T cytotoxiques [START_REF] Liu | Inhibition of PCSK9 Potentiates Immune Checkpoint Therapy for Cancer[END_REF]). De même, dans un certain nombre d'études, il a été démontré que les oligonucléotides antisens spécifiques de PCSK9 suppriment efficacement la prolifération et l'invasion de plusieurs types de cellules tumorales [START_REF] Mahboobnia | PCSK9 and Cancer: Rethinking the Link[END_REF]). Ces résultats soulignent le rôle joué par les forces de cisaillement sur le développement de l'athérosclérose et l'expression de PCSK9. 

PCSK9 pancréatique et risque de diabète

PCSK9 rénal

PCSK9 et cancer

PCSK9 et inflammation

PCSK9 et cellules musculaires lisses vasculaires

PCSK9 et récepteurs des lipoprotéines

Forces de cisaillement hémodynamiques

PCSK9 et Activation plaquettaire

OBJECTIFS DE LA THÈSE

INTRODUCTION

Atherosclerosis is a major risk factor for coronary heart diseases (CHD) such as myocardial infarction and pectoris angina. Autosomal Dominant Hypercholesterolemia (ADH) is a major cause of premature atherosclerosis with a risk 13 times higher than all other CHD risk factors such as smoking, diabetes or hypertension (1,2). ADH is characterized by a selective increase in circulating low density lipoproteins (LDL) due to its reduced catabolism (3). This high level of LDL-cholesterol (LDL-C) in patient's plasma since birth gives rise to tendon and skin xanthomas, arcus cornea, and vascular deposits leading to premature CHD and death (4,5).

ADH is one of the most frequent genetic disease with a prevalence of 1 in 313 according to a recent meta-analysis of 11 million subjects (6,7). This prevalence varies from a region to another (from 1/500 up to 1/200) (8, 9) and could be higher in some populations with founder effect like Afrikaners (10), French Canadians (11), Lebanese (12) and Finns (13).

ADH is caused by mutations in genes involved in the LDL metabolism notably related to the LDL receptor and its endocytic and recycling pathways (14). The main genes known to be implicated in the disease are LDLR (19p13.2; OMIM #606945, #143890) that encodes the LDL receptor (15) and APOB (2p24.1; OMIM #107730, #144010) encoding the apolipoprotein B, the ligand of the LDL receptor on the LDL particles (16). In 2003, PCSK9 (1p32.3, OMIM #607786) was identified as the third gene implicated in ADH (17). The proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) is a serine protease (18) that plays a role in downregulating the protein level of the LDL receptor by enhancing the intracellular degradation process independently of its catalytic activity (19). The respective contribution of each of these 3 ADHgenes in 1358 (20) or in 2054 (21) French ADH patients is: LDLR 74-52%, APOB 7-3%, PCSK9 0.7-1%, and 19-44% of the probands remains with no ADH-mutation identified. Based on weighted polygenic risk score (wPRS) calculation, a polygenic origin may be suggested in 36% of nonmutated patients (21). These observations give evidence for the existence of a greater level of genetic heterogeneity in ADH and the involvement of yet unknown genes (22). In search of these new ADH-genes, a large French family with ADH associated with the p.Leu167del mutation in APOE gene was described, revealing APOE as the fourth gene implicated in ADH (19q13.32; OMIM #107741) (23). A more recent study of 229 French patients with ADH shows that 1.3% of the cohort had a possible deleterious APOE variant (24) indicating that the APOE gene contributes significantly to causative variants in ADH.

Apolipoprotein E (ApoE) is a major apolipoprotein that controls lipoprotein metabolism, it is synthesized primarily in the liver. The APOE gene is located at chromosome 19q13. Nevertheless, since ApoE binds to lipids through its C-terminal domain, it seems difficult that it binds to HDL, VLDL, IDL and Lp(a) but not LDL at all. Indeed, lipoproteins isolated by flotation sequential ultracentrifugation showed that ApoE represents 0.40%, 0.10% and 0.38% of the total mass of VLDL, LDL and HDL, respectively (27), and is found in HDL (61±27%), VLDL (35±25%), Lp(a) (4±9%) and LDL (1±1%) in fasting plasma (28). ApoE plays an important role in regulating the plasma clearance of these lipoproteins through its interaction with specific cell-surface receptors, including the LDL receptor family members, such as LDL receptor, VLDL receptor and Low-Density Lipoprotein Related Protein 1 (LRP1). It also binds to cell surface heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) (29). Although LDL carries very few ApoE, this later influences LDL concentration and size by its three common isoforms along with many other factors including sex, age and triglyceride concentration, the three isoforms of ApoE are E2, E3 and E4. They differ in amino acid sequence at positions 130 and 176 (112 and 158 in the mature protein). ApoE3 which contains cysteine at 112 and arginine at 158 is considered the normal isoform. ApoE2 has cysteine at both positions and is defective in LDL receptor binding. It is associated with the recessive form of type III hyperlipoproteinemia (OMIM#107741) (30,31); ApoE4 has arginine at both positions (32) and is associated with higher levels of plasma LDL cholesterol (33). ApoE isoforms are distributed differently among the various lipoproteins due to their different structures and lipid binding affinity. ApoE4 has higher affinity for VLDL whereas E2 and E3 lipoprotein-binding preference is for HDL (34).

APOE polymorphism associates with LDL-concentration in genome wide association studies (35) and were included in wPRS calculation (36).

Beyond 

Molecular analysis

After extraction from peripheral blood leucocytes on a QIAsymphony automation platform or using the FlexiGene DNA Kit (QIAGEN) following manufacturer recommendation, DNA was amplified using Multiplicom ADH MASTR assay v2.0 multiplexing kit (Agilent) or libraries were prepared using Ampliseq, a SeqCapEZ Solution-Based Enrichment strategy (Roche NimbleGen Madison, WI). Sequencing was performed on coding DNA sequence and flanking introns (exon padding +/-30 bp) of the LDLR, PCSK9, APOB and APOE genes and SNPs included in the wPRS as previously described (41,42).

Nomenclature

All variants were described following the recommendations of the Human Genome Variation Society at www.hgvs.org/mutnomen. Nucleotide numbering reflects cDNA numbering with +1 corresponding to the A of the ATG translation initiation codon in the reference sequence (NM_000041.4). Furthermore, amino acid variants follow the standard nomenclature with the initiating methionine given as number one, rather than the historical numbering from the first residue of the mature peptide (NP_000032.1). Hence, 18 has been added to all original amino acid numbering for ApoE corresponding to the 18 amino acids forming the signal peptide.

In silico analysis of the variants

The causal effect of each new molecular event was estimated with in silico prediction of 

ACMG classification

Variations identified in this study were classified according to the American College of Medical Genetics and Association of Medical Pathologists (ACMG) guidelines (43). These guidelines give criteria (population, computational, functional, segregation data) to classify variants into five categories: Pathogenic, Likely Pathogenic, Uncertain Significance (VUS),

Likely Benign, and Benign.

Multiple of median for LDL-cholesterol and Triglyceride level calculation

The multiple on median of the LDL-cholesterol (LDL-MoM) and Triglyceride (TG-MoM) values were calculated for everyone. The MoM is a measure of how far an individual test deviates from the median of a reference population. It allows the comparison of LDL-C and triglyceride levels adjusted for age and gender using data from a French population for children (38), and from a Dutch population for adults (39). It is a ratio determined by the following:

LDL-MoM = TG-MoM = Weighted Polygenic Risk Score (wPRS)
For each individual, the wPRS was calculated using the weighted sum of the risk allele for the 12 SNP (LDL-C raising alleles). The weights used correspond to the beta coefficient reported by the Global Lipid Genetics Consortium as previously described (36). wPRS were then compared to those of 3020 normocholesterolemic men and women of European ancestry from the UK Whitehall II (WHII) cohort study (36).

Statistics

Statistical analyses were performed with JMP software (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina) and GraphPad Prism® software. Non-parametric Mann-Whitney U test was used to assess differences between two groups. The non-parametric Kruskall-Wallis test was used to assess the difference among more than two groups. The correlation between two variables was assessed using the Spearman r test. The non-parametric Wilcoxon matched pairs test was used to evaluate the difference between the observed reduction of LDL levels after treatment and the expected reduction. P values ≤ 0.05 were considered statistically significant. Linkage disequilibrium between the two variants was measured using the LDpair Tool https://ldlink.nci.nih.gov/?tab=ldpair.

RESULTS

In this study, we identified a total of 76 subjects (53% females, 48±15 years old) diagnosed with ADH (LDL-MoM = 1.89±0.56, TG-MoM = 2.10±1.65) without deleterious or probably deleterious variants in LDLR, APOB, or PCSK9 genes and a mean wPRS of 1.01±0.18 (Table 1). Forty-nine patients (55% females, 47±16 years old) had an isolated elevation in LDL-C levels (LDL-MoM = 1.90±0.50), with normal triglyceride levels (TG-MoM = 1.28±0.38)

(Table 1) with 21 different APOE variants (Figure 1, Table 2) (Group "High-LDL"). Among these 21 variants, three are localized into the APOE promoter, fourteen into exons, two intronic variants and two in the 3'UTR region. Among the exonic variants, ten were novel variants not previously associated with dyslipidemia, and four were already associated with either ADH or type III hyperlipoproteinemia.

In 27 patients (48% females, 51±13 years old) diagnosed with clinical ADH and presenting high plasma triglyceride levels (LDL-MoM = 1.88±0.67, TG-MoM = 3.54±2.02) (Group "High LDL and TG") (Figure 1, Table 2), 16 different variants were identified. Among these 16 variants, six were common with the "High-LDL" group but 10 were specific of the "High LDL and TG" group, and only one was previously associated with primary dyslipidemia.

New APOE variants in ADH patients with an isolated increase in LDL levels

The novel APOE exonic variants identified were p.Ala23Val, p.Pro102Leu, p.Arg137Cys, p.Arg137His, p.Leu155Phe, p.Val213Glu, p.Gly218Cys and the synonymous variants p.Asp83=, p.Arg185= and p.Ala217= (Table 2). The p.Pro102Leu, p. variant in PCSK9 gene known to be associated with hypocholesterolemia (44). The p.Gly218Cys variant is predicted in silico to strongly activate a cryptic splice site in the middle of the fourth exon of the APOE gene (Table 2). We also identified the first two intronic variants, c.43+11G>A and c.44-1G>C (Figure 1, Table 1, Table 2), predicted to have a slight and a major effect, respectively, on the splicing of the APOE transcript. The c.44-1G>C variant destructs an acceptor splice site within intron 2, that may lead to whole exon 2 skipping, or could uncover a cryptic splice site in the neighboring exon or intron, that may lead to the inclusion or the removal of a gene fragment and the formation of an abnormal transcript with a very likely effect on protein expression. We also identified three variants within the promoter sequence of the APOE gene in four patients diagnosed with ADH without a known mutation in LDLR/APOB/PCSK9 genes (Figure 1, Table 1). The two variants closest to the gene, c.-81G>A and c.-78C>G variant, are predicted VUS while the farthest, c.-233G>C, cannot be analyzed by most of the tools. Except CADD that gives a high score for the three variants and predict them to be among the top 10% of the most deleterious substitutions in the human genome (Table 2).

In addition, the subject carrying the c.-233G>C variant had her 6 siblings diagnosed with hypercholesterolemia as well as her mother who suffered from a premature myocardial infarction. Finally, two variants in the 3'UTR region were identified in three probands (Table 1). The *36C>G variant is not present in more than 150,000 alleles sequenced in the GnomAD dataset, and both variants are predicted as VUS by Varsome.

Variants associated with high levels of LDL and triglycerides

Nine novel variants were identified in ADH with high levels of LDL and triglycerides (Table 2).

As observed above, of the three variants in the promoter, the one closest to the gene, c.-105A>G, is predicted VUS while the two farthest, c.-380A>G and c.-279G>A, cannot be analyzed by most of the tools. Except Alamut that predict the creation of an acceptor splice site for c.-279G>A. And c.-105A>G is predicted to be among the top 1% of the most deleterious substitutions in the human genome (Table 2). Still as observed above, the two synonymous variants, p.Ala23= and p.Leu173=, are predicted to be Likely Benign while the last one presents a possible weak activation of a cryptic acceptor site according to Alamut. Four novel missense variants were also identified, p.Thr11Ala, p.Val179Ala, p.Glu249Lys and p.Glu252Lys, all predicted VUS/Pathogenic. The p.Glu252Lys variant was not described and the three other were not present in more than 67 000 alleles sequenced in Non-Finnish Europeans within the GnomAD dataset. The two variants, p.Val179Ala and p.Glu252Lys, are predicted to be among the top 1% of the most deleterious substitutions in the human genome, and p.Glu249Lys among the top 10% (Table 2).

Recurrent APOE variants in ADH patients

Among the variants already associated to lipid disorders, the most frequently found in the present study was the p.Leu167del, a rare 3-bp in-frame deletion previously described as the causative variant in a large French family including 14 members with ADH (23). In the present study, 14 probands with an isolated elevation in LDL-C (Mean LDL-MoM = 2.36±0.64) and four probands with elevated levels of LDL and high levels of triglycerides (Mean LDL-MoM = 2.19±0.99; Mean TG-MoM = 2.41±0.69) carried this variant among which a 31-year-old man who transmitted the variant and the disease to his two daughters of 9 and 11 years old (Table 1).

Another variant, p.Leu46Pro, previously reported in a French proband (24), was also identified in 11 heterozygote subjects presenting a mean LDL-MoM of 1.65±0.30 and one homozygote characterized by a LDL-MoM of 1.75 (Table 1). Interestingly, all the carriers of the p.Leu46Pro variant were also carriers of the E4 allele due to the linkage disequilibrium between the two variants (D'=1.0), and, very probably, to a unique molecular event that has occurred in the past on a E4 allele and has been transmitted through generations to all the carriers of the present cohort. The p.Leu46Pro variant is also present in five probands with elevated levels of LDL and high levels of triglycerides (Mean LDL-MoM = 1.69±0.19; Mean TG-MoM = 3.88±2.39) (Table 1).

The p.Arg163Cys variant, previously reported in a French ADH family and two probands (24), was identified here in one subject diagnosed with ADH who suffered from a myocardial infarction at 40 years old (Table 1). p.Arg163Cys was also found in two subjects of 50 and 17 years old with elevated levels of LDL and high levels of triglycerides (Table 1). We also identified here the variant p.Arg269Gly, previously reported in one case of type IIa hyperlipidemia patient (23), in three unrelated probands with high levels of LDL among which a 6 years old boy (Table 1). It was also identified in one proband with elevated levels of LDL and high levels of triglycerides: a 32 year old man who suffered from a myocardial infarction (Table 1).

The variant p.Gly145Asp was identified in two unrelated man of 50 and 57 years old characterized by high LDL (LDL-MoM=1.4 and 2.21 respectively) and triglyceride levels (TG-MoM=3.03 and 5.5 respectively). They had low 12PRS-SNP within deciles IV and I respectively (Table 1). Pathogenicity predictions were variable for this variant (Table 2).

p.Gly145Asp was previously described in a 43 years old French ADH patient presenting severe mixed dyslipidemia (24). It is not clear whether the variant p.Gly145Asp had an impact on the structure of ApoE. However, it modifies the net charge of the protein and thus could alter the affinity of ApoE for its receptor (24).

Polygenic risk score

It was previously demonstrated that a substantial proportion of ADH with no detected mutation in LDLR/APOB/PCSK9 might have a polygenic rather than monogenic form of the disease (36) and that the weighted polygenic risk score (wPRS) contributes to the severity and the variability of the ADH phenotype among patients in the same family (45).

As shown in Figure 2, 20% of the cohort [23% of the group "High LDL" and 15% of the subjects of the group "High LDL and TG"] had a 12-SNP wPRS within decile X of the WHII control cohort (36). 55% of the cohort [62.5% of the group "High LDL" and 42% of the group "High LDL and TG"] had a score within deciles VIII-X, whereas only 12% of the cohort [8% of group "High LDL" and 19% of group "High LDL and TG"] had a score within deciles I-III.

The mean 12-SNP wPRS of the present cohort is 1.01±0.18 (1.04±0.17 for the group "high LDL"; 0.95±0.20 for the group "High LDL and TG"), higher than the score of the ADH group with a known mutation in LDLR, APOB, and PCSK9 genes (0.95±0.20) described by Talmud et al in 2013 (36). However, it was comparable to the mean score of the group of ADH patients without a known mutation in LDLR, APOB, and PCSK9 genes (1.0±0.21) described in the same work by Talmud et al (36). The distribution of wPRS in the carriers of APOE variants was evaluated in the different groups of pathogenicity: pathogenic/likely pathogenic (P/LP); variant of uncertain significance (VUS); benign/likely benign (B/LB). As shown in Figure 3, the distribution of wPRS was significantly different among the different pathogenicity groups (p=0,0027) in the whole cohort (Figure 3A) and in the "High LDL" group of patients (p=0.0003) (Figure 3C). Furthermore, the carriers of a variant predicted P/LP had significantly lower wPRS than carriers of VUS (p=0,0172) and B/LB variants (p=0,0061) (Figure 3B). No significant difference was observed among different pathogenicity groups in the "High LDL and TG" group of patients (Figure 3D). Thus, these data suggest that patients with a VUS or B/LB variant in the present cohort might have a polygenic form of the disease rather than a monogenic one due to a major effect of a P/LP APOE variant. We did not find any correlation between the LDL-MoM values and the 12-SNP in the 49 patients with high LDL levels, in the 27 patients with high LDL and triglycerides levels, and in all of them (Figure 4A). Since the E4 allele account for a large part of the 12-SNP wPRS and was present at a high frequency in the present cohort, 32.23% for 14.25% in the 200 920 alleles of the gnomAD dataset, we also calculated the 10-SNP wPRS (12-SNP wPRS -0.2 for E4E4, -0.1 for E3E4, +0.2 for E2E4).

And we did not find any correlation between the LDL-MoM values and the 10-SNP wPRS (data not shown). We also did not find any correlation between the TG-MoM values and the 12-SNP neither in the 49 patients with high LDL levels, the 27 patients with high LDL and triglycerides levels nor all of them (Figure 4B).

Genotype-phenotype correlation

To date, no genotype-phenotype correlation has been reported among carriers of different causative variants within the LDLR gene, neither within the PCSK9 gene. The mean LDL-MoM was compared among different molecular groups of variants carriers (Figure 5). No differences were observed between the carriers of a 5'UTR, 3'UTR, missense or synonymous variants, in either the whole cohort (Figure 5A) or in the "High LDL" group of patients (Data not shown).

The p.Leu167del carriers presented a significantly higher mean LDL-MoM value than the p.Leu46Pro carriers and all the carriers of another APOE exonic variant in the whole cohort (Figure 5B) and in the "High LDL" group of patients (Data not shown). Interestingly, the p.Leu167del carriers presented a significantly lower wPRS than the p.Leu46Pro carriers in the whole cohort (Figure 5C) and in the "High LDL" group of patients (Figure 5D) but not in the "High LDL and TG" group (Data not shown). This result suggests that the variant p.Leu167del is associated with a monogenic form of hypercholesterolemia and a more severe phenotype than other variants. The mean TG-MoM was compared among different molecular groups of variants carriers (Data not shown). The results showed that p.Leu167del carriers presented a significantly lower mean TG-MoM value than all the other carriers of APOE variants in the whole cohort (1.481±0.6842 vs 2.296±1.831; p=0.0421).

Lipid-lowering treatment response

Most patients with ADH are treated with high-dose statins starting at an early age. It was well established that treatment with statins is effective in heterozygous patients with mutations in LDLR, APOB and PCSK9 (46). However, the effect of statins in subjects with mutations in APOE is not well studied and a different mechanism of LDL cholesterol decrease could be associated with a different response to treatment.

Interestingly, it was recently shown that patients with p.Leu167del are better responders to statins (with or without ezetimibe) than ADH subjects with a functional mutation in LDLR (47).

For 11 subjects of the present cohort who were on stable dose of statin with or without ezetimibe, we estimated the expected under-treatment LDL-C level using correction factor defined by the meta-analysis of lipid lowering effect of statins ± ezetimibe in FH patients (40) (Table 3). The observed fold LDL-C reduction is significantly higher than expected for FH patients (2.39±0.74 vs 1.90±0.28, p=0.0426) (Table 3). Most of the variants are predicted either 

DISCUSSION

Although LDLR is still considered as the main gene associated with ADH, advances in molecular biology and genetic diagnosis are reshaping our understanding of this condition. Our work showed that APOE has a significant contribution to this disease and provides an updated full APOE molecular spectrum in a French ADH cohort. The present data suggest that rare variants in APOE may be responsible for the ADH phenotype in subjects previously classified as mutation negative.

Work over the last four decades has improved our understanding of the function of ApoE, its structure and how this might modify its receptor-binding and lipid-binding activities and thus alter the pathogenesis of several dyslipidemias and neurodegenerative diseases such as Alzheimer disease (48,49). ApoE2 and ApoE4 differ from ApoE3 by a single amino acid substitution which result in completely different impacts on plasma lipoprotein levels and risk of diseases. Structural changes in ApoE beyond the common polymorphism also contribute to the risk of dyslipidemia including ADH (37). Since the ligand binding domain of the LDL receptor is enriched in acidic amino acids, the basic amino acids in the receptor binding region of ApoE are crucial for an optimal interaction between ApoE and the LDL receptor. In the current study, we found 21 APOE variants in 49 ADH probands with no mutations in LDLR/PCSK9/APOB (Tables 12, Figure 1) in addition to 16 APOE variants in 27 ADH probands with high LDL and triglyceride levels and no mutations in LDLR/PCSK9/APOB (Tables 12, Figure 1). 6 APOE variants were common between the two groups (Table 2, Figure 1).

The most frequently found variant in our study was the p.Leu167del, already identified as a causative mutation in ADH (23), which confirms once more its implication in the disease.

Earlier in 2016, p.Leu167del was identified as the cause of hypercholesterolemia in 3.1% of ADH subjects without LDL, APOB and PCSK9 mutations in a case-control study in Spain (50).

The same variant was also found in an ADH French patient in a study conducted in 2016 on a cohort of 229 ADH subjects (24). Studies by Marduel et al suggested two hypotheses to explain the high LDL levels observed in these patients. First, in silico structural prediction and in vitro lipoprotein composition analysis showed an altered affinity of the ApoE carrying the p.Leu167del to the LDL receptor. The p.Leu167del variation interrupts the fourth α-helix in a group of four helices stabilized by leucine zipper which could impact the interaction with the three others. A modification of electrostatic surface charges of the ApoE carrying the variant could also have an effect on its interaction with lipids and its binding to the receptors (23).

Second, in vivo kinetics studies suggested that an increased ApoB-100 flux from VLDL could be responsible for an increase in LDL production and thus LDL pool. However, these results

were obtained from the study of only one patient. Another study showed that VLDL carrying this ApoE mutant had higher uptake by hepatic cells than VLDL from subjects carrying the E3 and the E2 genotypes. They suggested that this will lead to a downregulation of the LDL receptor and thus an increase of LDL plasma levels (50). In the present study, p.Leu167del carriers were characterized by significantly higher LDL levels than all other APOE variants (Figure 5B).

The variant p.Leu46Pro, previously associated with ADH in a 6 years old girl and her mother, both characterized by an isolated hypercholesterolemia (24) was the second most frequent APOE variant in the present cohort (Table 1). The Leucine at position 46 is in the first α-helix of the N-terminal domain of ApoE. Functional and structural studies found that, when associated with the ApoE4 isoform, p.Leu46Pro leads to an ApoE protein with reduced helical content, thermodynamically destabilized and more prone to proteolysis (51) and provides an increased risk of Alzheimer's disease (odds ratio of 13.2) (52). It was also previously demonstrated that the ApoE4 mutant ApoE4[Leu46Pro] known as ApoE "Freiburg" is significantly more common among coronary heart disease patients and has atherogenic properties (53). The p.Leu46Pro variant was reported in ClinVar as a likely benign variant or as a VUS. However, ApoE4 Freiburg was reported to be likely pathogenic in ClinVar, it was described in multiple unrelated probands, and it segregated with the genotype in the families tested. All of the p.Leu46Pro carriers included in the present study were also carriers of the E4 allele, the homozygote carrier (LDL-MoM= 1,75) is also carrying two E4 alleles, and thus is homozygote for the ApoE4 Freiburg isoform which could be responsible with the observed ADH phenotype. This homozygote carrier did not present a more severe phenotype, thus the status of the transmission mode for the disease seems be dominant rather than semidominant (54). This is similar to the case of the APOB-p.Arg3527Gln mutation where homozygotes were reported to have cholesterol concentrations in the range for heterozygotes carriers (55). But different from LDLR gene mutation carriers presenting a semidominant disease since each allele contributes to the phenotype and heterozygotes present with an intermediate phenotype of that of homozygotes (OMIM #143890, #606945).

In addition to the well characterized variants, we identified 16 exonic missense variants among which p.Pro102Leu, p.Val213Glu, p.Gly218Cys and p.Leu173= were very rare because not found in the 200 000 alleles sequenced in the GnomAD dataset. Although the substitution p.Pro102Leu was not described in GnomAD, p.Pro102Arg has been previously described in a subject with hypercholesterolemia and it was associated with the ApoE4 isoform. This ApoE isoform combining the E4 isoform and the p.Pro102Arg was called ApoE5 and had the same receptor-binding activity as normal ApoE3 (56). Thus, it would be of good interest to determine whether p.Pro102Leu is present in association with the E4 isoform in the proband. On the other hand, the p.Val213Glu carrier has a 12-SNP PRS of 0.896 which is lower than the mean score in the familial hypercholesterolemia group described by Talmud et al (36) and a high LDL-MoM value (2.15) comparable to the subjects carrying the p.Leu167del mutation, which is in favor of a monogenic hypercholesterolemia. Although the variant does not occur in a functional domain of the protein, it could modify its electric charge. Since the proband's father has a history of cardiovascular diseases and her 10 years old daughter has hypercholesterolemia, family segregation studies are necessary to prove the implication of the newly identified variant in ADH. Moreover, the fact that the patient is homozygote for the hypocholesterolemic PCSK9 L10 polymorphism is one more argument in favor of the pathogenicity of p.Val213Glu.

Concerning p.Gly218Cys, although it is predicted to be benign by several prediction tools, it affects a very conserved amino acid and is associated with a very important physicochemical difference between the two amino acids. p.Gly218Cys could also activate a cryptic splice site in exon 4 according to Alamut. Nevertheless, another rare variant p.Gly218Arg affecting the same amino acid is predicted to be pathogenic by a number of prediction tools. Thus we considered it a VUS due to the lack of family and functional studies. p.Leu173= was identified in a proband with mixed dyslipidemia and could activate a cryptic acceptor site in exon 4 suggesting a possible effect on APOE splicing.

Among the exonic variants identified, four affected the positively charged arginine residues at positions 137, 163 and 269. In p.Arg137Cys an Arginine at position 137 located in the receptor binding domain was replaced by a Cysteine, a non-charged aminoacid, which might have a consequence on the receptor binding activity of the protein. p.Arg137His is less likely to cause a significant modification in the properties of ApoE since, like arginine, histidine is positively charged. The two probands had comparable ADH phenotypes and a 12-SNP wPRS that fell within deciles VI and V respectively. Both variants are rare and more functional studies are needed to characterize their effects on the ApoE function. The p.Arg163Cys variant was previously associated with type III hyperlipoproteinemia (57) and is very rare in the European Non-Finnish population (< 0.01%). The Arginine at position 163 is situated in the fourth αhelix of the N-terminal domain of ApoE which also contains the receptor binding domain. This variant was previously identified in a boy and his mother coming from the island of Martinique both suffering from severe isolated hypercholesterolemia, and in silico structural analysis suggested that p.Arg163Cys will lead to impaired binding properties of ApoE (24). We considered this variant pathogenic. p.Arg269Gly has been previously associated with Type IV hyperlipoproteinemia characterized by a persistent elevations of plasma triglycerides with usually normal levels of cholesterol. However, family studies could not demonstrate the segregation of the variant with the phenotype observed in the family (58). This variant was also identified in a 22 year old patient with an isolated severe increase in cholesterol plasma level (total cholesterol > 6.8 mmol/l) and suffering from CVD. The variant segregated with the phenotype in the proband's family (59). In our study, the variant was found in four unrelated probands, among which one subject had mixed dyslipidemia (Table 1). The p.Arg269Gly variant is at the origin of a loss of charge in the first α-helix of the C-terminal domain that very probably changes the helix's properties, the interaction with lipoproteins and receptor binding properties (23). Although it is predicted deleterious by several prediction tools (Table 2), we considered it a VUS. In patients with ADH, triglycerides-increasing factors (i.e., genetic and metabolic factors, diet, ApoE genotype…) could led to the development of combined dyslipidemia. Variants in APOE gene may amplify the effect of these factors, and thus, according to the number or the nature of these factors, could be associated with an overlapping phenotype between FCHL, ADH and sometimes FD when subject is E2/E2 (37). Therefore, in our study, we included subjects diagnosed with ADH and presenting an elevation in triglyceride levels. Five exonic missense variants were found exclusively in subjects with high LDL and triglyceride levels (Table 2). p.Gly145Asp, previously associated in dyslipidemia (hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia) especially in association with the isoform E2 (24,60), was identified in two subjects with mixed dyslipidemia. It modifies the electric charge of ApoE towards a more acidic charge which could alter its affinity for the receptor. None of the subjects identified in this cohort with high triglycerides carried the E2 isoform suggesting a possible major implication of the rare APOE variants. However, more data are needed to confirm the cause-effect relationship.

We also hypothesized that some of the identified variants might influence alternative splicing of APOE mRNA. Therefore, we included synonymous variants in our study as well as intronic variants that could affect splicing sites. We also included variants in 3'UTR and promoter regions. Even though the synonymous variants are often assumed to be benign with no effects on the function of the corresponding genes/proteins, recent studies suggested that they could be as pathogenic as non-synonymous variants (61) and over 50 diseases have been associated with synonymous mutations (62). A synonymous mutation in LDLR, the p.Arg385= (R385R), responsible for the introducing of a cryptic splice site in exon 9, has been associated with familial hypercholesterolemia (63). Among the synonymous variants identified in our study, p.Asp83= could have a possible effect on the nearest splice site in exon 4. However, it is predicted to be benign in silico (Table 2). The subject carrying the p.Arg185= variant had a relatively severe phenotype and a low 12-SNP wPRS (0.689) that fell within decile II which is in favor of a monogenic cause of the hypercholesterolemia. It might slightly activate a splice donor site in exon 4. In addition, the variant p.Leu173=, identified in a subject with mixed dyslipidemia, was predicted to slightly activate a cryptic acceptor site in exon 4 of APOE by Alamut. Two novel intronic variants located in intron 2 were also identified in this study: the variant c.43+11G>A which could have an impact on APOE splicing but we cannot confirm its pathogenicity based on available data, and the variant c.44-1G>C which is associated in our study with a severe phenotype of hypercholesterolemia, a 12-SNP wPRS within decile II and is predicted pathogenic in silico. Moreover, it is predicted to have a significant impact on the splicing of APOE which is in favor of a causative mutation.

Recent research have highlighted the importance of splicing mutations in the etiology of inherited diseases (64) and it was estimated that 35-40% of pathogenic variants in noncanonical splice sites are missing from databases (65). This confirms once more that variants in noncoding regions are often underestimated in the etiology of inherited diseases.

The possibility exists that other mutations located at regulatory regions, might affect protein expression and posttranscriptional stability. This notion has led to the screening for new genetic variations outside the coding regions. Six variants were identified in the promoter region (Table 2). Furthermore, studies have shown that variants in 3'UTR region of cholesterol homeostasis regulatory genes such PCSK9 (66), LDLRAP1 and SREBP2 (63) are associated to modifications in cholesterol levels by miRNA regulation. More studies are needed to explore if the variants we found in probands could create or modify binding sites for miRNA resulting in APOE posttranscriptional modifications and thus increase LDL-C levels. All in all, functional studies on cell models expressing the identified variants and RNA sequencing could be of great interest in evaluating their pathogenicity and responsibility for the observed phenotype.

Some limitations must be taken into consideration in our study. First, because our study's main aim is to explore the molecular spectrum of APOE variants in a French cohort we could have ignored the presence of mutations in genes not yet implicated in ADH or unidentified mutations in known genes. Second, we lacked functional studies and family segregation studies to be able to confirm the pathogenicity of the identified variants. Third, due to the limited number of individuals included we could not perform further statistical analysis. Finally, in subjects presenting a 12-SNP wPRS within deciles VIII to X, we cannot rule out the possibility of a polygenic form of hypercholesterolemia. However, the absence of correlation between LDL-MoM and 12-SNP wPRS in the present cohort is in favor of a major effect of APOE rather than a polygenic cause for the observed hypercholesterolemia.

In They are mostly identified in subjects with isolated LDL-C elevation. Some others have been exclusively reported in subjects with high LDL and triglyceride levels, highlighted in grey; the variants common for the subjects with high LDL only and with high LDL and triglyceride levels are followed by the sign °. Variant with a score ≤-2.5 is considered "deleterious" and with a score > -2.5 is considered "neutral". g Variant with a score ≥20 indicates it is predicted to be among the top 1% of the most deleterious substitutions in the human genome; with a score ≥10, among the top 10%. h VUS : variant of uncertain significance; LP : likely pathogenic; P: pathogenic; i : B : benign; LB : likely benign; P: pathogenic; LP : likely pathogenic; VUS: variant of uncertain significance; NR: not reported. 

Article 3

The role of PCSK9 in human atherosclerotic lesion development through interaction with scavenger receptors in vascular smooth muscle cells

Yara Abou-Khalil, Yara Azar, Youmna Ghaleb , Sandy Recently, the results of three cardiovascular outcome trials showed that PCSK9 inhibitors significantly reduce the risk of major cardiovascular events (3).

Since PCSK9 is expressed in the small intestine, the brain, the kidneys and the pancreas, its extra-hepatic functions are being extensively explored (4). The implication of PCSK9 in the development of atherosclerosis has recently emerged in numerous studies as independent from its role in the regulation of LDL-C blood level. It was demonstrated that beyond LDL receptor regulation, PCSK9 can regulate the expression and/or cell-surface levels of other lipoprotein receptors including LDLR-Related Protein 1 (LRP1) and scavenger receptors such as LOX-1, CD36 and SR-A (5,6). Those receptors are known to be involved in atherogenesis through the receptor-mediated uptake of modified LDL particles, the formation of foam cells and their implication in signal transduction (7). On the other hand, Ferri et al have demonstrated that PCSK9 is synthesized and secreted by vascular smooth muscle cells (VSMC), a major actor of the development of atherosclerosis (8). They also showed that the secreted PCSK9 is functionally active and capable of reducing the expression of LDL receptor on macrophages surface (8) Thus, they suggested a direct role of PCSK9 in atherogenesis (8). In fact, VSMC are key actors in the development of atherosclerosis. They are present at all stages of the atherosclerotic plaque and play a critical role in intimal proliferation, fibroatheroma and foam cell formation as well as plaque rupture (9). Depending on the signals present in their local environment, contractile VSMC can acquire distinct phenotypes, such as the ability to migrate and proliferate and to promote extracellular matrix production, inflammatory signals, and/or calcification (10). During the development of atherosclerosis, VSMC may undergo such transition from a contractile phenotype to a more synthetic phenotype which contributes to the pathogenesis of atherosclerosis (10). Studies on PCSK9 deficient (Pcsk9 -/-) mice showed that they had less intimal thickening, and their smooth muscle cells expressed more contractile markers and less synthetic markers compared to Wild-type (WT) mice (11). Thus, these results suggested that by sustaining VSMC synthetic phenotype, VSMC proliferation, and migration, PCSK9 may play a pro-atherogenic role in the arterial wall (11). These data show that PCSK9 is potentially relevant for the pathophysiology of human atherosclerosis progression through its actions on VSMC and scavenger receptors. Furthermore, clinical studies suggested that circulating PCSK9 levels were associated with higher risk of cardiovascular diseases even after adjustments for established cardiovascular risk factors (12,13). This indicates that PCSK9 

MATERIALS AND METHODS

Sample collection

Human atherosclerotic tissues (abdominal aorta, coronary arteries) at different stages of the disease (healthy arteries, fatty streaks, fibro-atheroma, calcified lesions) are explanted from deceased organ donors. All these human materials are collected in ethical good practices, including regular evaluation and declaration to the French Minister of research (Bio-banque Cardiovasculaire Bichat: BRIF BB-0033-00029 Réseau BIOBANQUE / BBMRI-EU / CODECOH 2018-3141) advice of ethical committees, authorization of the French BioMedicine Agency for healthy arterial tissues (PFS09-007, PSF17-002). Preparation of the tissues always includes a fixation in 4% paraformaldehyde for histology. Each tissue is dissected, and when it is possible the intima is separated from the media. One part of the tissue is incubated in serumfree RPMI culture medium for 24h at 37°C. This method allows us to collect tissue secretomes.

The other part of the tissue is directly frozen. Samples of frozen tissues are cryopulverized and used for RNA and protein extraction. RNA is extracted using the RNeasy Mini Kit from Qiagen according to the manufacturer's instructions. Tissues were lysed and proteins were extracted in RIPA buffer (50 mm of Tris, pH 7.5, 150 mm of NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate and 0.1% SDS) supplemented with protease inhibitor cocktail from Sigma. Total proteins were measured using the Pierce TM BCA Protein Assay Kit from Thermo Scientific according to the manufacturer's instructions.

Human Vascular Smooth Muscle Cell (VSMC) Culture

VSMC were isolated from human healthy aortas. As previously described ( 14), the tunica media was separated from the tunica adventitia before being cut into small pieces and digested in collagenase/elastase. Cells were cultured in SMC growth medium purchased from Pelobiotech supplemented with Smooth Muscle cell growth supplement kit classic from the same manufacturer (PB-SH-200-2190) and antibiotics. Cells were subcultured to the fifth passage.

Histological Analyses on human aortic samples and VSMC primary cultures.

The aortic specimens were fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, and sectioned serially at 4 µm sections. All the sections were qualified through canonical histochemistry (Hematoxylin-eosin and Masson Trichrome staining) as: healthy artery, artery with fatty streaks, fibrolipidic lesion, intraplaque hemorrhages, micro-or macro-calcifications.

Immunohistochemistry and immunofluorescence assays were performed on sections following antigen retrieval by heating in EDTA buffer, pH 9. Samples were permeabilized with 0.05% Triton X100 in PBS. Non-specific binding was blocked using Protein block Serum-free solution from Dako. Sections were incubated overnight at 4°C with the primary antibodies and at room temperature for one hour with the secondary antibodies. All Antibodies are diluted in T-TBS 1% BSA and listed below.

Oil red O staining was used for staining neutral lipids in Formalin-fixed VSMC primary cultures seeded in 8-well Nunk Lab-tek chamber slides w/cover (Permanox Slide sterile) from ThermoScientific.

Immunohistochemistry

Antibodies: primary antibody, mouse monoclonal anti-PCSK9 IgM from Abcam Total cellular RNA was extracted from cultured VSMC cells using TRIzol reagent from ambion by Thermo Scientific according to the manufacturer's protocol.

Reverse transcription was performed using miScript II Reverse Transcriptase kit from

Invitrogen by Thermo Scientific, according to the manufacturer's recommendations. RT-qPCR was performed using ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), according to the manufacturer's instructions. Absolute Blue qPCR SYBR Green supermix (Thermo Scientific) and specific primers were used to quantify PCSK9, LOX1, CD36, LRP1 and LDLR expression. The experiment was performed in triplicate. Results were then normalized with the expression of the housekeeping gene HPRT by the ∆CT method. The expression of PCSK9 was also quantified in HuH7 cells since PCSK9 is relatively highly expressed in these cells.

Production of oxidized LDL

Human low-density lipoprotein purification and their oxidation were performed as previously described (15).

VSMC treatment

VSMC were cultured in T25 cell culture flask. When confluence is reached, the cells were made quiescent in a serum-free medium for 16 hours then treated with 20 µg/mL of oxidized LDLs +/-human mutated PCSK9 D374Y from Circulex (0.2 µg/ml) for 24 hours before mRNA and protein extraction. Control VSMC are kept in RPMI (Thermo Scientific) serum-free medium throughout the period of the experiment.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 7. One-way ANOVA test or the Kruskal-Wallis test were used to evaluate the differences among different groups.

Two-ways ANOVA was used to evaluate the interaction between gene expressions and PCSK9 measurements in different localizations of the human aorta and different stages of atheroma.

Mann Whitney was used for nonparametric analyses.

RESULTS

Description of human atheroma progression

Macroscopic aspects of different stage of atheroma in human aorta and coronary arteries are presented in Figure 1. Healthy endoluminal aorta is characterized by a smooth regular surface. As described previously (16), fatty streaks are identified as yellow bulges (lipids) on the luminal surface of the arterial wall. Fibrolipidic lesions are formed by endoluminal fibrocellular proliferation of VSMC (fibrocellular cap), covering the lipid core, separating it from the circulating blood. The lipid core could be less or more developed, usually acellular, associated or not with cholesterol crystal formation, with intraplaque hemorrhages, and with or without calcifications. Histologic description of different stages of human atheroma following trichrome coloration is presented in Figure 1S.

PCSK9 is localized in foam cells of aortas with atheroma

As shown in Figure 2, we observed a specific PCSK9 staining in aortas that contain fatty streaks when compared to control isotype. PCSK9 was also localized in more advanced lesions with fibroatheroma. By contrast, PCSK9 staining in healthy aortas was very low, almost undetectable (Figure 2A). At higher resolution, we can discern that PCSK9 is mainly localized in the intracellular compartment and particularly in foam cells of aortas with atheroma (Figure 2C,2D). These results were confirmed by immunofluorescent staining of PCSK9 (Figure 3).

The co-staining of PCSK9 and α-SMA, a marker of VSMCs, in human aortas by immunofluorescence showed that PCSK9 is located within VSMC in the proliferation of aortas presenting fatty streaks and fibrolipidic lesions. However, PCSK9 was not detected in VSMC of healthy aortas (Figure 3).

PCSK9 levels are higher in the intima than in the media or the healthy aorta

Levels of PCSK9 were measured by ELISA in conditioned media obtained from aortas at different stages of atheroma (healthy, fatty streaks, fibrolipidic lesions), either at intima or at media localization (Figure 4). One-way Anova analysis showed a significant difference in PCSK9 levels among healthy aortas, intima and media of fatty streak lesions as well as intima and media of fibrolipidic lesions (p=0.001). Interestingly, as shown in Figure 4A, levels of PCSK9 were significantly higher in conditioned media obtained from the intima of aortas with fatty streaks when compared to media from the same lesion (FS intima: 2306 ± 651 pg/g of tissue vs FS media 739. 4B) where levels of PCSK9 were higher in the intima when compared to media from the same lesion (FLL Intima: 2306 ± 375 vs FLL media: 1113 ± 181.3; p=0.007) or to healthy aorta (FLL Intima: 2306 ± 375 vs HA: 694.6 ± 117.3, p = 0.001). Twoways Anova analysis (Figure 4C) showed that intimal PCSK9 was significantly higher than medial PCSK9 (p=0.001) whatever the stages of atheroma (FS & FLL, non-significant (NS))

or interactions (NS). There results were confirmed by immunoblot analysis of PCSK9 in conditioned media (Figure 2S). We were able to detect the mature form (60 kDa) and the furincleaved form (50KDa) of PCSK9 in conditioned media from aortas with fatty streaks and fibrolipidic lesions (Figure 2S). As revealed by ELISA before, immunoblot analysis showed an increased level of mature PCSK9 in conditioned media from intima of fatty streaks and of fibrolipidic lesion when compared to media from the same tissues (Figure 2S).

Very low PCSK9 expression in either healthy aortas, fatty streaks, or fibrolipidic lesions

As PCSK9 is highly present in aortas with fatty streaks and fibrolipidic lesions we aimed to assess whether the detected PCSK9 is synthesized in situ by the cells of the aortic wall. We evaluated mRNA expression of PCSK9 in aortic lysates. Interestingly, PCSK9 expression was very low, more likely undetectable (mean Ct>34) in either healthy aortas or in aortas with fatty streaks or fibrolipidic lesions (Figure 4D). These results suggest that PCSK9 is not synthesized in the arterial wall. at all stages of atheroma. However, we do not rule out the fact that PCSK9 mRNA might be degraded with sample treatment. Therefore, in vitro studies on VSMC are essential in order to confirm these observations.

PCSK9 does not colocalize with apoB in the arterial wall

To gain an insight into the mechanisms by which PCSK9 penetrates the aortic wall, we hypothesized that PCSK9, associated with LDL particles through an interaction with apoB (17), is transported in the aortic wall by pressure-driven transmural convection. Thus, we investigated its co-localization with apoB by immuno-fluorescence. As previously shown, PCSK9 is highly present in human fatty streaks, particularly in the cellular background of lipidrich intima when compared to healthy aortas (Figure 3S). In advanced more complex lesions with hemorrhage, PCSK9 was abundant in VSMC within the intimal proliferation (Figures 5B and5C). It is also detected in the acellular lipid core of aortas with fibrolipidic lesion (Figure 5A and5B). On the other hand, we observed that apoB is present and abundant in the subendothelial space of the aortas in early stages of atheroma and is mainly extracellular (Figure 3S). At a more advanced stage of atheroma, apoB was predominantly present in the acellular core of fibrolipidic lesions (Figure 5A and5B). Thus, our data suggest that PCSK9 does not colocalize with apoB in the arterial wall.

LOX-1 and CD36 expression is higher in the intima than in the media of fatty streaks and fibrolipidic lesions

We then aimed to explore whether PCSK9 interacts with the scavenger receptors LOX-1 and CD36 within the arterial wall, particularly in VSMC. First, we evaluated mRNA expression of LOX1 and CD36 in tissue lysates from aortas at different stages of atheroma, either at intima or at media localization. The results showed that both LOX1 and CD36 expression were very low in healthy aortas and media of aortas with either fatty streaks or fibrolipidic lesions (Figures 6A and6B). However, both genes are significantly more expressed in the intima of aortas with atheroma (Figures 6A and6B) when compared to media from the same lesion and to healthy aortas. Two-ways Anova analysis showed that intimal expression of both LOX1 and CD36 were significantly higher than medial expression (p=0.0009 and 0.0028 respectively)

whatever the stages of atheroma (FS & FLL, NS) or interactions (NS).

PCSK9 colocalize with LOX-1 but not CD36 in the arterial wall

The results obtained with qPCR analysis were confirmed by the immunofluorescent staining of LOX-1 and CD36 in healthy aorta and aortas with atheroma (Figure 6C detected in intimal VSMC of aortas with atheroma, they do not seem to colocalize with each other which suggests that the two proteins are not likely to directly interact on protein level.

PCSK9 uptake by primary VSMC is reduced by oxidized LDL

The uptake of oxidized LDLs by primary cultures of VSMC was confirmed by the Oil Red-O staining that showed that VSMC contain lipid droplets stained in red, 24h after the treatment with oxidized LDL (Figure 7A).

Immunoblot analysis and quantification showed that PCSK9 was not detected in control VSMC (n=6) and VSMC treated with only oxidized LDLs (n=6) (Figure 7B). However, PCSK9 was detected in the lysate of VSMC treated with either human PCSK9 only or both human PCSK9 and oxidized LDLs. Interestingly, the amount of PCSK9 detected in the lysate of cells treated with both PCSK9 and oxidized LDLs was significantly lower than the amount detected in the lysate of cells treated with only PCSK9 (p<0.05). These data suggest that PCSK9 is mainly endocytosed from extracellular medium by human VSMC.

DISCUSSION

In the present study the expression of PCSK9 and its interaction with VSMC and scavenger receptors in human atherosclerotic plaques and human VSMC primary cultures were investigated. This work allowed us to provide solid evidence supporting the presence of PCSK9 in human arterial wall from aortas presenting atherosclerosis. PCSK9 was significantly more abundant in the proliferating intima compared to healthy aortas and to the media at all stages of atherosclerosis. PCSK9 was mainly located at the intracellular level of VSMC. However, PCSK9 gene is not expressed in the aortic wall. In this study, we were only able to detect the mature and furin-cleaved form of PCSK9 in conditioned media of human aortas, which supports the hypothesis of circulating PCSK9 being convected through the arterial wall and endocytosed by VSMC (10). It has been previously reported (18) that atheroma in humans is initiated by the outward convection of LDL particles through the arterial wall followed by intimal retention of lipids in the intima by the interaction of apoB with the glycosaminoglycans secreted by VSMC (18). The co-staining of PCSK9 and apoB by immunofluorescence did not show a colocalization of the two proteins in the arterial wall (Figure 5) but since PCSK9 binds to apoB as demonstrated by Sun et al (17), we cannot exclude that PCSK9 and apoB enter the arterial wall together and then are separated to follow different pathways. The LDL particles trapped in the subintimal extracellular matrix of the arterial wall are modified (i.e. oxidation, aggregation) (19). Oxidized and aggregated LDL particles play a major role in atherosclerosis by acting on multiple cells including VSMC through scavenger receptors, such as LOX-1 and CD36 (7), resulting in the transformation of VSMC into foam cells. The foam cells represent a key component of fatty streaks, and are the dominant cell type of vulnerable atherosclerotic plaques that are prone to rupture (6). Therefore, drugs that modulate the uptake of oxidized LDL by arterial wall cells, including VSMC, are desirable and promising therapeutic strategies against atherosclerosis. Our data showed that both LOX-1 and CD36 were upregulated in atherosclerotic plaques compared to healthy aortas (Figure 6). The work by Ding et al have demonstrated that in an inflammatory environment, elevated levels of PCSK9 potently stimulate the expression of scavenger receptors (principally LOX-1 but also CD36) and ox-LDL uptake in macrophages, and thus contribute to the process of atherogenesis (6).

Interestingly, we showed that PCSK9 and LOX-1 colocalized in VSMC of intimal proliferation suggesting a protein-protein interaction of PCSK9 and LOX-1 in human aortic tissues with atheroma. These results should be confirmed on primary VSMC. More in vitro studies are also needed to elucidate the potential effect of PCSK9 on the expression of LOX1 gene, the LOX-1 cell-surface expression, the uptake of oxidized LDLs by VSMC and their transformation into foam cells. Studies on VSMC are necessary since they represent a major cell type present at all stages of atherogenesis, which both content and function in plaques have long been underestimated (9). Our preliminary results on primary VSMC confirm that these cells do not produce PCSK9 under normal conditions and after treatment with oxidized LDLs (Figure 7).

However, these data need further confirmation. It is important to highlight the differences observed in different studies that evaluated the expression of PCSK9 in VSMC (8,20). This discrepancy could be due to the fact that primary cultures, although they are better representative of physiological mechanisms, are less homogenous relative to cell lines, and sometimes their characteristics could depend on the culture condition, which can lead to difficulties with reproducibility. In the upcoming studies, the expression of PCSK9 in VSMC should also be evaluated following a treatment with pro-inflammatory factors such as TNF-α to better mimic the inflammatory environment associated with atherosclerosis (21).

Nevertheless, when added to culture medium, PCSK9 was detected in VSMC lysate suggesting that PCSK9 was internalized by the cells. Furthermore, the amount of PCSK9 detected in VCMS lysates significantly decreases when oxidized LDLs are added to culture medium. Two hypotheses can be edicted. First, PCSK9 and oxidized LDL particles competitively bind and are internalized by the same surface receptor (possibly LOX-1), or the uptake of oxidized LDLs could activate catabolic pathways for PCSK9 and increase its degradation rate. Further studies are needed to confirm the mechanisms behind this observation. Another candidate receptor for the internalization of PCSK9 is LDL receptor related protein -1 (LRP1) which is a multifunctional cell surface receptor expressed in VSMC (22). Our data have shown that LRP1

gene is highly expressed, 100x more than LDLR gene, in human healthy aortas and aortas with atherosclerotic plaques (Figure 4S). LRP1 is responsible for the capture of aggregated LDL in human atheroma (23). It is also implicated in the uptake of plasmin -PN-1 complexes by VSMC in early human atheroma (23). In fact, Plasmin is a protease delivered to the arterial wall as a zymogen by radial transmural convection and, when activated, it is involved in the evolution of the atherosclerotic plaque. Protease Nexin-1 (PN-1) is an anti-protease produced by VSMC that binds covalently to plasmin, the complex formed is then internalized by VSMC through LRP-1 (24). Thus, LRP-1, by its endocytic functions, plays a protective role in the development of atherosclerosis. Based on these data, we hypothesized that PCSK9 would be internalized by VSMC through LRP1, which presents structure analogies with LDL receptor, in a mechanism parallel to that observed with protease-anti-protease complexes. Moreover, studies have also shown that LRP1 plays a major role in controlling VSMC proliferation and thus protects against atherosclerosis (25). Interestingly, studies realized on mice macrophages showed that PCSK9 interacts directly with LRP1 (26), is capable of inducing the degradation of LRP1 ( 5) and of reducing its surface levels (26). Thus, an investigation of an eventual interaction or crosstalk between PCSK9 and LRP1 in primary cultures of VSMC would be highly important to better understand the molecular mechanisms behind the development of atherosclerosis.

In conclusion, the characterization of PCSK9 within the arterial wall with its potential role in atherosclerosis progression through VSMC and scavenger receptors will contribute to a better understanding of the disease underlying mechanisms and reveal new indications for PCSK9

inhibitors. If confirmed, a pathogenic direct implication of circulating PCSK9 in the progression of atheroma would make the use of anti-PCSK9 an interesting approach for the prevention of PCSK9 internalization by VSMC and potentially its consequent atherogenic effects. PCSK9 is also detected in the lipidic acellular core but does not necessarily colocalize with apoB. En conclusion, la caractérisation de l'éventuel rôle de PCSK9 dans la progression de l'athérosclérose à travers un effet sur les SR exprimés par les CMLV contribuerait à une meilleure compréhension des mécanismes fondamentaux de la maladie athéromateuse. Si confirmée, une implication directe de la PCSK9 plasmatique dans la progression de l'athérome ferait de l'utilisation des anticorps monoclonaux anti-PCSK9 une approche intéressante pour la prévention de l'internalisation de PCSK9 par les CMLV et de ses effets pathogènes potentiels au-delà de leurs effets sur la réduction des taux plasmatiques de LDL-C. En conclusion, ce projet de recherche a pour but principal de révéler de nouveaux mécanismes impliqués dans le développement de l'athérosclérose chez l'homme afin de permettre, à long terme, de développer de nouveaux outils thérapeutiques contribuant à la lutte contre l'athérosclérose.
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GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES

Mes résultats ont permis tout d'abord de confirmer, encore une fois, la place occupée par APOE parmi les gènes impliqués dans la physiopathologie de l'ADH, et de souligner l'importance de son inclusion dans les pipelines de diagnostic moléculaire de cette maladie.

Grâce à ce travail de recherche, nous avons pu établir le spectre moléculaire des variants rares develop therapeutic agents targeting PCSK9. The efforts led to the first phase III clinical trials of a new promising lipidlowering class: the anti-PCSK9 monoclonal antibodies (mAbs). This review highlights the various steps of the PCSK9 story starting from the discovery of PCSK9's implication in cholesterol metabolism to the successful anti-PCSK9 clinical trials and recent results of the first cardiovascular outcomes trial that were eagerly awaited. The recruitment and genetic analyses of families with autosomal dominant hypercholesterolemia (ADH) through the French research network for hypercholesterolemia revealed the existence of genes associated with the disease, other than the two classically known genes encoding the LDL receptor (LDLR) and apolipoprotein B (APOB). A linkage analysis strategy in one of these families allowed the localization of the third gene responsible for ADH on the short arm of chromosome 1p32 in a multiplex French family [2], which was subsequently confirmed in a large family from Utah [3]. Rigorous and extensive positional cloning and sequencing approaches were performed in the genomic region at 1p32. Indeed, at the time, the human genome sequence was still far from being available and the regional physical map was also incomplete. Furthermore, to increase the power of the strategy, families who did not carry mutations in LDLR and APOB genes were identified and linked to this locus. The approach led to a better definition of the boundaries of the mapped chromosomal region and to the identification of the third gene implicated in FH [1••]. Among the genes at the locus, which were only found in patented databases at first, was the gene encoding neural apoptosis-regulated convertase type 1 (NARC1). This protein characterized by our collaborator in Montreal, Nabil Seidah, as the ninth member of the proprotein convertase family, is highly expressed in the liver, gut, kidney, and nervous system [4]. The high expression in the liver and its genetic localization in the candidate region at 1p32 led us to sequence NARC1 gene, which we named PCSK9 a few months later [1••], after consultation with the HUGO Gene Nomenclature Committee. Through sequencing of NARC1/ PCSK9 in patients and family members, we identified two mutations, p.Ser127Arg and p.Phe216Leu, in three families with ADH in September 2002 (publication in Abifadel et al. in 2003). This seminal result was crucial in discovering the clinical implication of PCSK9 in familial hypercholesterolemia and its cardiovascular complications [1••].

PCSK9 Gain-of-Function Mutations

The first mutation p.Ser127Arg was identified in two large multiplex families with several cases of hypercholesterolemia, tendon xanthomas, myocardial infarction, and stroke. These families, one from Nantes and the other from Dijon, seem to share a common ancestor as shown by the segregation of the same haplotype with the mutation in both families [1••]. A second nonsynonymous mutation in exon 4 of PCSK9 (p.Phe216Leu) was identified in a family from Lille in which the proband died from myocardial infarction at the age of 49 with an LDL-C level of 356 mg/dL [1••]. The excellent segregation of the mutations in the families and their absence in numerous normocholesterolemic controls, together with the wealth of genetic, mapping, and sequencing data for this genomic region (notably negative sequencing results of more than 50 candidate genes), proved with very strong genetic evidence that PCSK9 was the third causal gene for familial hypercholesterolemia [1••].

After the publication of the first gain-of-function (GOF) mutations of PCSK9 in Nature Genetics in 2003 [1••], a third mutation of PCSK9, p.Asp374Tyr, was identified in the kindred from Utah that had confirmed the mapping to 1p of the gene (see above) [5]. This mutation is also associated with a severe phenotype and was found in three Norwegian families [6] and in three English families [7]. In vitro studies showed that the two GOF mutations, p.Ser127Arg and p.Asp374Tyr, resulted in a 23% decreased level of cell surface LDL receptors and a 38% decreased level of internalization of LDL particles compared with wild-type PCSK9 [8]. In animal models, human mutant PCSK9 (p.Ser127Arg and p.Phe216Leu) overexpressed in the liver of mice leads to hypercholesterolemia due to a dramatic decrease of hepatic LDL receptor levels through a post-transcriptional mechanism [9]. Overexpression of wild-type PCSK9 in mice also caused a twofold increase in plasma total cholesterol and a fivefold increase in non-HDL cholesterol with no effect on LDLR messenger RNA (mRNA) levels [9].

In vivo kinetics of apo B-100-containing lipoproteins conducted in two French subjects carrying the p.Ser127Arg mutation in PCSK9 showed that this mutation dramatically increased the production rate of apo B-100 (threefold) compared with controls or LDLR-mutated patients and led to a higher direct overproduction of VLDL (twofold), intermediatedensity lipoprotein (IDL) (threefold), and LDL (fivefold) [10]. Other PCSK9 hypercholesterolemic mutations have been identified. These GOF mutations and their impact on the LDL receptor are summarized in Fig. 1 [11][12][13][14][15][16][17][18].

More recently, PCSK9 GOF mutations were compiled from 12 centers in eight countries [19]. The patients carried 16 different missense mutations. Similar to FH and familial dysbetalipoproteinemia, 44% of patients had a history of CVD. Coronary artery disease was the most prevalent manifestation (33%) with an average age of onset of 49.4 ± 13.8 years. Although lipid-lowering therapy (primarily statins) improved lipid profiles, a substantial proportion failed to achieve guideline LDL-C levels [19]. Fig. 1 Impact of PCSK9 on LDL receptor, PCSK9 main mutations, and mechanism of action of inhibitors. The PCSK9 structure is characterized by a signal sequence, a prodomain, and a catalytic domain, followed by a C-terminal region. PCSK9 is synthesized as an inactive proenzyme of 75 kDa that undergoes autocatalytic cleavage in the endoplasmic reticulum (ER) which produces an approximately 60-kDa catalytic fragment. Autocatalytic cleavage of the zymogen in the ER is essential for transport from this compartment and for secretion [11]. PCSK9 degrades LDL receptor (LDLR) independently of its catalytic activity by involving mainly extracellular and possibly intracellular pathways. Secreted PCSK9 binds to the epidermal growth factor domain A (EGF-A) of the LDL receptor at the cell surface, and the PCSK9/LDL receptor complex will be internalized into endosomal/lysosomal compartments [12]. PCSK9-LDL receptor affinity is increased in the endosome due to higher acidity [13]. Failure to release PCSK9 may hinder receptor recycling and reduce the cell surface abundance of LDL receptor [14]. The LDL receptor would then be rerouted from the endosome to the lysosome where it is degraded [12]. Thus, PCSK9 functions as a chaperone to prevent LDL receptor recycling and/or target LDL receptors for lysosomal degradation. The 60-kDa mature and secreted form is cleaved by other proprotein convertases, particularly furin and/ or proprotein convertase PC5/6A into an inactivated or less efficient fragment of 53 kDa [11]. PCSK9 gain-of-function mutations: the gainof-function mutations p.Ser127Arg and p.Phe216Leu were identified in French families [1••], and the p.Asp374Tyr was identified in a kindred from Utah [5]. The p.Leu108Arg, the p.Asp35Tyr, and the p.Arg218Ser were also identified in French families [15]. The p.Ser127Arg variant interferes with autocatalytic cleavage, which is crucial for secretion from the cell. The p.Arg218Ser, p.Phe216Leu, and p.Asp374Tyr mutations result in total (p.Arg218Ser) or partial loss of the furin/PC5/ 6A processing of PCSK9, which increases the stability of PCSK9 [15,16]. The p.Asp374Tyr variant binds LDL receptor 25 times more tightly than does wild-type PCSK9 at neutral pH, remains in a high-affinity complex at acidic pH, and is approximately tenfold more active in reducing LDL receptor levels than the wild-type protein. Other gain-offunction mutations have been identified: the p.Asp374His in Portuguese and French patients, the p.Asp129Gly in a family originating from New Zealand and a patient from the UK, and the p.Arg215His in two families from Norway. More recently, the p.Glu32Lys was reported in Japanese patients with hypercholesterolemia [13][14][15][16]. PCSK9 loss-of-function mutations: no protein was detected with the p.Tyr142Ter mutation. Some mutants associated with hypocholesterolemia either remain in the ER (p.Cys679Ter and the p.Gly106Arg mutations) or do not sort to endosomes (p.Leu253Phe and p.Gln554Glu), resulting in loss of function [13][14][15][16]. PCSK9 monoclonal antibodies: immediately after an injection of anti-PCSK9 antibody, the antibody binds to free circulating PCSK9 and reduces its plasma concentration. This results in a reduction of the degradation of LDLR in the lysosomal compartments. Thus, the number of LDLR on the cell surface increases, and in turn, more LDL particles bound to LDLR. LDL-C concentration is subsequently reduced. As PCSK9 antibody gets metabolized and its concentration lowered with time, plasma PCSK9 concentration increases and bound to LDLR, leading to its degradation in the lysosomal compartment. Subsequently, LDL-C concentrations increase. This effect of PCSK9 inhibition on LDL-C has been confirmed in clinical studies [17,18] PCSK9 Loss-of-Function Mutations This breakthrough discovery of Abifadel et al. revealed a new player in cholesterol metabolism and its diseases, which paved the way for other teams to identify additional mutations in the PCSK9 in not only hypercholesterolemic but also hypocholesterolemic subjects. When a new gene is discovered in hypercholesterolemia, searching for mutations associated with low LDL-C levels is the logical next step since it is well known that some mutations in the APOB gene are associated with hypercholesterolemia while others with hypocholesterolemia. The search for mutations in PCSK9 in subjects with low plasma levels of LDL-C (LDL-C < 58 mg/dL) from the Dallas Heart Study, a multiethnic population of Dallas County, Texas, and the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) study led to the identification of two nonsense mutations, p.Tyr142Ter and p.Cys679Ter, in 2.6% of the African-American subjects in 2005 [20]. These nonsense mutations were associated with a 28% reduction in mean LDL-C level and an 88% reduction in the risk of coronary heart disease (CHD). In the USA, one in every 50 African-American subjects has a nonsense mutation in PCSK9. These mutations were also found in 3.7% of African women from Zimbabwe and associated with a 27% reduction in LDL-C levels [20,21]. However, another variant, p.Arg46Leu, was found in Caucasian subjects from the ARIC study and was associated with a 15% reduction in LDL-C levels and a 47% reduction in the risk of CHD [22,23]. Several large studies have also shown the reduction in risk of ischemic heart disease or the reduction of the risk of early-onset myocardial infarction in the p.Arg46Leu carriers [24,25]. Furthermore, three probands with very low LDL-C levels (15 mg/dL) and no immunodetectable circulating PCSK9 due to homozygous or compound heterozygous loss-of-function mutations were reported. The natural human knockouts were healthy and fertile adults [20,26,27]. Thus, hypocholesterolemia due to a deficiency of PCSK9 appears to be benign, with no complication. In animal studies, livers of knockout mice lacking PCSK9 (Pcsk9 -/-) display increased LDL receptors (but not mRNA) that leads to a decrease in plasma cholesterol levels of 4% compared to wild-type litter mates [28].

Golgi

Regulation of PCSK9 Gene Expression

Transcriptional regulation of the PCSK9 gene has been evaluated over the past decade. Studies showed that PCSK9 is upregulated by SREBP-1a and SREBP-2, LXR agonist, and insulin, but downregulated by dietary cholesterol, glucagon, ethinylestradiol, chenodeoxycholic acid, and the bile acidactivated farnesoid X receptor (FXR) [29][30][31]. Several cholesterol-lowering drugs induce changes in PCSK9 expression. Statins give rise to an upregulation of PCSK9 in HepG2 cells and in human primary hepatocytes through the increased expression of SREBP-2 [32]. Administration of statins to Pcsk9 -/-mice produced an exaggerated increase in liver LDL receptors and an enhanced LDL clearance from plasma [28]. In humans, it has been shown that statins increased serum levels of PCSK9 [33]. Furthermore, when added to statin, ezetimibe further increased PCSK9 levels [34]. Fibrates increase plasma PCSK9 levels in most studies [35][36][37][38] while berberine, a natural hypocholesterolemic compound, suppresses PCSK9 expression [39].

Serum PCSK9 levels measured by ELISA seem to be directly correlated with serum LDL-C and total cholesterol levels [40]. Factors regulating PCSK9 expression and circulating levels have been previously reviewed [16]. Interestingly, it has been very recently shown that serum PCSK9 concentration is associated with future risk of CVD even after adjustment for established CVD risk factors [41]. Further studies are needed to confirm this observation. Furthermore, PCSK9 interacts with annexin A2 [42] and resistin [43]. In fact, in HepG2 cells, resistin increased PCSK9 mRNA and protein expression by 40 and 30%, respectively, possibly via SREBP-2 upregulation or a post-transcriptional stabilization of the PCSK9 protein [43]. Annexin A2 interacts at the cell surface with the carboxyl-terminal cysteine and histidine-rich domain of PCSK9, inhibiting its LDLR-degrading activity [42]. Other interactors are possible but still unknown. It is noteworthy that a role of PCSK9 in lipoprotein assembly was also described. PCSK9 markedly increases intestinal triglyceride-rich apolipoprotein B lipoproteins (TRL apo B) production through mechanisms mediated in part by transcriptional effects on apo B, microsomal triglyceride transfer protein (MTP), and lipogenic genes and in part by post-transcriptional effects on the LDLR and MTP [44]. Furthermore, studies showed significant associations between serum PCSK9 levels and the levels of circulating TRL markers in a broad spectrum of the population [45,46].

A New Therapeutic Class: the PCSK9 Inhibitors

PCSK9 is currently the most studied drug target for treating dyslipidemia. Several methods are being explored to inhibit PCSK9 function and reduce its plasma level (reviewed in [47]). These approaches target either extracellular PCSK9, such as mAbs or vaccines and small protein inhibitors (peptides/adnectins) [48,49], or intracellular PCSK9, such as antisense oligonucleotides (ASOs) and small interfering RNA (siRNA) [50][51][52]. Indeed, antibodies (exogenous monoclonal or vaccine-derived) selectively bind to a specific epitope of circulating PCSK9 leading to its sequestration and small protein inhibitors (peptides/adnectins) prevent the extracellular interaction between PCSK9 and LDLR. ASO and siRNA target intracellular PCSK9 by gene silencing techniques leading to a reduction in its production. However, the most successful strategy to date that has undergone clinical development is mAbs that target PCSK9. By binding to PCSK9 and preventing its interaction with the LDL receptor, mAbs lead to an increase in the number of functioning LDL receptors at cell surface and, thus, an increase in LDL uptake by hepatocytes. The mechanism of action of this new therapeutic class results in a reduction in plasma LDL-C concentrations [53].

Several mAbs targeting PCSK9 have been developed; however, only two are still extensively studied in clinical trials involving a variety of patient populations. Indeed, alirocumab and evolocumab, two fully human anti-PCSK9 antibodies, are being evaluated in the PROFICIO and the ODYSSEY clinical trial programs. Bococizumab (RN316/PF-04950615; Pfizer), a humanized antibody evaluated in the large SPIRE program [54], has been withdrawn because of the development of antidrug-neutralizing antibodies that reduce its efficacy over time [55••]. This outcome is reasonably attributable to the residual mouse sequence in the monoclonal antibody, while alirocumab and evolocumab sequences are fully human.

Monoclonal Antibodies Targeting PCSK9 and Their Related Clinical Studies

In 2015, both alirocumab (Praluent ® , Sanofi-Aventis/ Regeneron) and evolocumab (Repatha ® , Amgen) received Food and Drug Administration (FDA) and European Medicines Agency (EMA) approvals [56]. As mentioned on their package inserts, both drugs are "indicated as an adjunct to diet and maximally tolerated statin therapy for the treatment of adults with heterozygous familial hypercholesterolemia or clinical atherosclerotic CVD, who require additional lowering of low-density lipoprotein-cholesterol." Evolocumab has an additional indication for homozygous FH patients [57,58]. However, homozygous patients with LDL receptor-negative activity do not respond to anti-PCSK9 cholesterol-lowering effect [59••]. The recommended doses for the anti-PCSK9 injectable treatments are 75 mg for alirocumab administered subcutaneously (SC) every 2 weeks (Q2W) with the possibility of an uptitration to 150 mg every 2 weeks for additional LDL-C-lowering effect. As for evolocumab, the recommended dose is 140 mg SC Q2W or 420 mg SC Q4W (every month) [57,58].

Indeed, following the encouraging results of phase I and II trials for alirocumab and evolocumab, long-term and largescale phase III programs were launched to evaluate their safety and efficacy in reducing cardiovascular events. The trials evaluating alirocumab or evolocumab, ranging from 8 to 78 weeks, have demonstrated consistent reductions in LDL-C of 40-60% across different types of patients and background therapies. Both antibodies are effective as monotherapy as well as in addition to statin therapy. They are also effective in patients with heterozygous FH and in those having a difficulty to tolerate statin therapy [60]. Both antibodies are safe and well tolerated, and interestingly, they reduce lipoprotein(a) (Lp(a)) plasma levels of up to 30% [61,62].

The phase III clinical trials and their impact on LDL-C and Lp(a) levels are summarized in Table 1. This table includes the following: (1) monotherapy trials using evolocumab (MENDEL-2) and alirocumab (ODYSSEY MONO) in patients with hypercholesterolemia and moderate cardiovascular risk [63,64] 3) trials studying the efficacy and tolerability of PCSK9 inhibitors in patients with statin intolerance (ODYSSEY ALTERNATIVE, CHOICE II, GAUSS-2, and GAUSS-3) [71][72][73][74], and (4) treatment of FH patients who are poorly managed with current available treatment (the RUTHERFORD-2 study evaluated evolocumab in heterozygous FH (HeFH) while TESLA Part B and TAUSSIG were conducted in homozygous FH (HoFH)) [59,75,76]. Alirocumab was also tested in HeFH in the ODYSSEY FH I and FH II studies and HIGH FH study, as well as in HeFH patients, carriers of PCSK9 gain-of-function mutation [19,77,78]. These trials showed that more than 60% of patients achieved LDL-C < 70 mg/dL or risk-based LDL-C targets in high cardiovascular risk patients with inadequately controlled LDL-C levels, in patients with statin intolerance, and in HeFH patients.

Cardiovascular Benefits of PCSK9 Inhibitors: Long-Term Clinical Trials

Long-term clinical studies of PCSK9 inhibitors are crucial in order to validate the durability of the LDL-C-lowering effect observed in previous studies. Those studies are also necessary to prove the long-term safety and mainly the cardiovascular benefit of PCSK9 inhibitors. Evolocumab was evaluated in OSLER-2, whereas alirocumab was evaluated in ODYSSEY LONG TERM.

Results from OSLER-2 and ODYSSEY LONG TERM trials are very promising regarding the reduction in cardiovascular events. In the OSLER-2 study, treatment with evolocumab was associated with a significantly lower rate of cardiovascular events at 1 year compared with standard therapy (0.95 and 2.18%, respectively; hazard ratio, 0.47; 95% confidence interval, 0.28-0.78; P = 0.003). Most adverse events (AEs) occurred with similar frequency in the two groups (69.2% in the evolocumab group and 64.8% in the standard therapy group) [79]. Similarly, in the ODYSSEY [81••]. This reduction in cardiovascular events may be related to the regression in atherosclerotic plaque development by evolocumab. Indeed, the GLAGOV study had demonstrated that despite history of prior statin treatment, evolocumab lead, after 76 weeks of treatment, to a 0.95% decrease in percent atheroma volume (PAV) compared with an increase of 0.05% in placebo among patients with angiographic coronary disease [82].

Results of long-term cardiovascular outcomes for alirocumab are being evaluated in the ODYSSEY OUTCOMES study in 18,000 patients on maximally tolerated statin therapy and are eagerly awaited in 2018 [83••].

The impact of anti-PCSK9 mAbs was also investigated in several meta-analyses. Interestingly, a recently published metaanalysis including 24 randomized clinical trials comprising 10,159 patients has showed that treatment with PCSK9 antibodies reduced all-cause mortality (OR, 0.45 [CI, 0.23 to 0.86]; P = 0.015) and cardiovascular mortality (OR, 0.50 [CI, 0.23 to 1.10]; P = 0.084). The rate of myocardial infarction was significantly reduced with the use of PCSK9 antibodies (OR, 0.49 [CI, 0.26 to 0.93]; P = 0.030) with no increment in serious adverse event [84]. A more recent pooled analysis of 10 ODYSSEY trials showed that for every 39 mg/dL lower achieved LDL-C with alirocumab, the risk of major adverse cardiovascular events (MACEs) appeared to be 24% lower (adjusted hazard ratio, 0.76; 95% confidence interval, 0.63-0.91; P = 0.0025). Percent reductions in LDL-C from baseline were inversely correlated with MACE rates (hazard ratio, 0.71; 95% confidence interval, 0.57-0.89, per additional 50% reduction from baseline; P = 0.003) [85]. These findings are consistent with previous clinical studies evaluating statins, where a reduction in LDL-C levels of 39 mg/dL (1 mmol/L) was associated with a 23% risk reduction in major coronary events [86]. In another meta-analysis, PCSK9 inhibitors reduced the incidence of all-cause mortality (OR, 0.43 [95% CI, 0.22-0.82]; P = 0.01) but was associated with an increased incidence of neurocognitive AEs (OR, 2.34 [95% CI, 1.11-4.93]; P = 0.02) when compared with placebo [87]. However, this increment in neurocognitive AEs was not observed in another meta-analysis of 25 randomized clinical trials encompassing 12,200 patients where alirocumab was associated with reduced rates of death (relative risk, 0.43 [95% CI, 0.19 to 0.96]; P = 0.04). In this study, both evolocumab and alirocumab were safe and well tolerated [88]. In fact, these drugs have been proven to be safe and well tolerated in phase I, II, and III trials with no clinically significant safety issues, the most commonly reported AEs being nasopharyngitis, injection site pain, headache, skin, and burning sensation. To have conclusive responses concerning neurocognitive events, the EBBINGHAUS study was designed. It aims to assess the effect of evolocumab on cognitive function in approximately 1972 participants with clinically evident CVD. Results of this study showed that over a median follow-up of 19 months, the mean (±SD) change from baseline over time in the raw score for the spatial working memory strategy index of executive function (primary end point) was -0.21 ± 2.62 in the evolocumab group and -0.29 ± 2.81 in the placebo group (P < 0.001 for noninferiority; P = 0.85 for superiority). There were no significant between-group differences in the secondary end points of scores for working memory, episodic memory, or psychomotor speed. There was also no evidence to suggest differences in cognitive tests in patients attaining very low LDL-C levels, including those with levels < 25 mg/dL or 0.65 mmol/L [89••]. It is important to point out that LDL-C < 25 mg/dL levels have been noted in a significant number of patients. Caution should be taken because long-term side effects of very low levels of LDL-C are still unknown. This concern was addressed in a recent study which pooled and analyzed data from 14 trials in order to determine the safety of alirocumab in patients with at least two consecutive LDL-C values < 25 or < 15 mg/dL in the ODYSSEY program, with follow-up as long as 104 weeks. Similar rates of AEs occurred in patients achieving LDL-C < 25 and < 15 mg/dL (72.7 and 71.7%, respectively), compared with 76.6% in those who did not achieve LDL-C < 25 mg/dL. Neurological and neurocognitive events were similar among the three groups, although cataract incidence appeared to be increased in the group achieving LDL-C levels < 25 mg/dL [90].

Bococizumab, the third anti-PCSK9 mAb, was evaluated in the SPIRE program, in two parallel, multinational trials where 27,438 patients were randomly assigned to receive bococizumab 150 mg subcutaneously Q2W or placebo. In the lower-risk, shorter-duration trial with a median follow-up of 7 months, major cardiovascular events occurred in 173 patients each in the bococizumab group and the placebo group (hazard ratio, 0.99; 95% CI, 0.80 to 1.22; P = 0.94). In the higher-risk, longer-duration trial (the median follow-up was 12 months), major cardiovascular events occurred in 179 and 224 patients, respectively (hazard ratio, 0.79; 95% CI, 0.65 to 0.97; P = 0.02) [91]. However, the trials were stopped early after Pfizer elected to discontinue the development of bococizumab owing in part to the development of high rates of antidrug antibodies. Indeed, the investigators have shown that in six multinational trials evaluating bococizumab, hightiter antidrug antibodies developed in a substantial proportion of the patients who received bococizumab, which markedly diminished the magnitude and durability of the reduction in LDL-C levels. In addition, among patients with no antidrug antibodies, there was wide variability in the reduction in LDL-C levels at both 12 and 52 weeks. It is important to note as well that injection site reactions were significantly more common in the bococizumab group than in the placebo group (10.4 vs. 1.3%, P < 0.001) [55••].

Several studies have demonstrated that statin therapy increases the risk of diabetes [92,93]. Recently, it has been shown that PCSK9 variants associated with lower LDL-C were also associated with circulating higher fasting glucose concentration, bodyweight, and waist-to-hip ratio, and an increased risk of type 2 diabetes [94]. Another study has also shown that variants in PCSK9 had approximately the same effect as variants in HMGCR on the risk of cardiovascular events and diabetes per unit decrease in the LDL-C level [95]. Therefore, safety outcomes concerning the onset of diabetes in PCSK9 inhibition trials should be carefully assessed. In the FOURIER trial, there was no significant difference between the study groups with regard to new-onset diabetes [81••]. Moreover, there was no evidence of an effect of alirocumab on transition to new-onset diabetes in 3448 individuals without diabetes at baseline with a follow-up period of 6-18 months, compared to either placebo or ezetimibe. The hazard ratio (HR; 95% confidence interval) for diabetesrelated treatment-emergent adverse event in alirocumab was 0.64 (0.36-1.14) vs. placebo and 0.55 (0.22-1.41) vs. ezetimibe [96]. Longer follow-up with a larger number of individuals is needed to conclusively rule out an effect. More recently, in a meta-analysis of 14 studies of alirocumab, no difference in rates of treatment-emergent adverse events related to diabetes mellitus was observed when controlling for baseline characteristics predictive of achieving LDL-C < 25 mg/dL [90]. Ongoing clinical studies evaluating evolocumab (NCT02662569) and alirocumab (ODYSSEY DM-Dyslipidemia (NCT02642159), ODYSSEY DM-Insulin (NCT02585778)) in diabetic subjects and in subjects with hyperlipidemia or mixed dyslipidemia will hopefully provide more evidence regarding this issue.

Other Modalities to Lower PCSK9

Beside mAbs, several strategies to inhibit or lower PCSK9 levels have been investigated, such as gene silencing by RNA interference. Inclisiran (ALN-PCSsc) is a long-acting RNA interference (RNAi) therapeutic agent that inhibits the synthesis of PCSK9 and is taken up specifically by hepatocytes. In the single-dose phase, inclisiran doses of 300 mg or more reduced the PCSK9 level (up to a least-squares mean reduction of 74.5% from baseline to day 84), and doses of 100 mg or more reduced the LDL-C level (up to a leastsquares mean reduction of 50.6% from baseline). Reductions in the levels of PCSK9 and LDL-C were maintained at day 180 for doses of 300 mg or more. All multiple-dose regimens reduced the levels of PCSK9 (up to a least-squares mean reduction of 83.8% from baseline to day 84) and LDL-C (up to a least-squares mean reduction of 59.7% from baseline to day 84). No serious AEs were observed [97]. Results of the phase II study were recently published by Ray et al. [98••]. Patients at high risk of CVD who had elevated LDL-C levels were randomly assigned to receive a single dose of placebo or 200, 300, or 500 mg of inclisiran or two doses (at days 1 and 90) of placebo or 100, 200, or 300 mg of inclisiran. The two-dose 300-mg inclisiran regimen produced the greatest reduction in LDL-C levels: 48% of the patients had an LDL-C level below 50 mg/dL (1.3 mmol/dL) at day 180. At day 240, PCSK9 and LDL-C levels remained significantly lower than at baseline in association with all inclisiran regimens. During 210 days of exposure to inclisiran, the rates of serious AEs were 11% among patients receiving the drug and 8% among patients receiving placebo [98].

Another strategy that has been used to inhibit PCSK9 is the antisense technology. SPC5001, a 14-mer oligonucleotide with locked nucleic acid modifications, was developed and tested in a phase I clinical trial. However, treatment was associated with injection site reactions and one patient under the highest dose experienced acute tubular necrosis [51]. Thus, clinical development of SPC5001 was terminated. In order to develop more potent and less toxic antisense molecules, Yamamoto et al. developed a series of antisense oligonucleotides modified with bridged nucleic acids that are under investigation [START_REF] Rolleri | Two Italian kindreds carrying the Arg136->Ser mutation of the Apo E gene: development of premature and severe atherosclerosis in the presence of epsilon 2 as second allele[END_REF].

To provide an alternative strategy for PCSK9 inhibition that allows long-term LDL-C management, a peptide-based anti-PCSK9 vaccination approach was studied [START_REF] Konishi | Association of a novel 3-amino acid deletion mutation of apolipoprotein E (Apo E Tokyo) with lipoprotein glomerulopathy[END_REF]. In a recent study by Landlinger et al. [START_REF] Maruyama | Mutations in Japanese subjects with primary hyperlipidemia-results from the Research committee of the ministry of health and welfare of Japan since 1996[END_REF], the AT04A anti-PCSK9 vaccine was evaluated for its therapeutic potential in ameliorating or even preventing CHD in the atherogenic APOE*3Leiden-CETP mouse model. It induced high and persistent antibody levels against PCSK9, causing a significant reduction in plasma total cholesterol (-53%, P < 0.001) and LDL-C compared with controls. It also resulted in a decrease in atherosclerotic lesion area (-64%, P = 0.004) and aortic inflammation as well as in more lesion-free aortic segments (+ 119%, P = 0.026), compared with control. AT04A is currently being tested in a phase I clinical trial [START_REF] Maruyama | Mutations in Japanese subjects with primary hyperlipidemia-results from the Research committee of the ministry of health and welfare of Japan since 1996[END_REF].

PCSK9-binding adnectins are another strategy to inhibit PCSK9. Adnectins are based on the 10th type III domain (10Fn3) of human fibronectin, whose variable loops can be efficiently engineered to introduce surfaces that bind therapeutic targets with high affinity and specificity. Safety, tolerability, and efficacy of adnectin BMS-962476, an ~11-kDa polypeptide conjugated to polyethylene glycol, were evaluated in a first-in-man study [49]. BMS-962476 was well tolerated when administered to healthy subjects, and AEs were similar to placebo. Maximal dose-related reductions of LDL-C were up to 48%, and doses > 0.3 mg/kg reduced free PCSK9 over 90%. This study showed that BMS-962476 rapidly reduces free PCSK9 and LDL-C, is well tolerated, and has no notable safety signals [49].

High-efficiency genome editing to disrupt the PCSK9 gene was also evaluated. In a recent study, a base editor comprising CRISPR-Cas9 was delivered into the livers of adult mice in order to assess whether it could introduce site-specific nonsense mutations into the Pcsk9 gene. In adult mice, this resulted in substantially reduced plasma PCSK9 protein levels (> 50%), as well as reduced plasma cholesterol levels (≈ 30%). There was no evidence of off-target mutagenesis [START_REF] Richard | Iron, Identification of a new apolipoprotein E variant (E2 Arg142->Leu) in type III hyperlipidemia[END_REF].

Conclusion

The most significant discovery in the field of atheroma-related CVD in the past three decades was the identification of gainof-function mutations in PCSK9 associated with familial hypercholesterolemia. Following many years of stagnation in the development of new efficient lipid-lowering molecules, this discovery led to the emergence of anti-PCSK9 therapeutic class. It is a new hope for many types of populations, especially FH patients, statin-intolerant patients, and patients with high LDL-C levels despite maximally tolerated statin therapy.

Results of FOURIER, the first cardiovascular outcome trial of a PCSK9 inhibitor, were keenly awaited. The reduction of 15-20% in the risk of major cardiovascular outcomes by evolocumab in high-risk patients receiving statin therapy over only 2.2 years of follow-up is very promising. Based on the absolute reduction in LDL-C achieved in FOURIER, the cardiovascular benefit matches results from the major statin trials very closely at 2 years [START_REF] Ogawa | A new variant of apolipoprotein E (apo E Maebashi) in lipoprotein glomerulopathy[END_REF]. Therefore, FOURIER probably might have induced a greater risk reduction if a longer followup period had been investigated. The distinctively low LDL-C levels achieved by patients receiving evolocumab were well tolerated, with no increase in diabetes, cataracts, or neurocognitive changes [81••]. Although reassuring, longterm follow-up is needed to confirm these findings. Most importantly, these findings could affect clinical practice and future treatment guidelines will need to define whom to treat with PCSK9 inhibitor therapy. However, concerns about cost-effectiveness have arisen. Indeed, at approximately $14,000 per patient per year in the USA, PCSK9 mAbs are far more expensive than statin therapy.

Results of ODYSSEY OUTCOMES trial, evaluating the effect of alirocumab in 18,000 patients with established CVD, are also eagerly awaited in 2018. Perhaps, by following patients for more than 3 years, a greater cardiovascular outcome reduction will give more arguments to healthcare providers for reimbursement considerations.

Future PCSK9 targeting therapies such as RNA interference therapy may hold promising results regarding a more sustainable reduction in LDL-C levels and perhaps a more potent consequence on cardiovascular outcomes. Indeed, LDL-C concentration was lower than 1.3 mmol/L at 180 days in almost half of the patients. The ORION-4 cardiovascular outcome trial will assess the cardiovascular benefits of two injections per year using inclisiran. If the outcome is positive than lipid management of patients at high risk of CVD, it could be substantially changed.

The evolution of research on PCSK9, starting from the discovery in 2003 of the first mutation of PCSK9 in familial hypercholesterolemia [ Results: In the DIABHYCAR study, plasma PCSK9 tertiles were associated with the incidence of MI, all CV events and stroke/TIA (P for trend <.05). In adjusted Cox analysis, plasma PCSK9 was associated, independently of classic risk factors, with the incidence of major CV events (hazard ratio [HR] for 1-unit increase of log[PCSK9] 1. 28 Conclusions: We found that PCSK9 was inconsistently associated with CV events in populations with type 2 diabetes. The association may depend on the level of CV risk and the background treatment.
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| INTRODUCTION

Cardiovascular (CV) disease (CVD) constitutes the major determinant of outcomes in patients with type 2 diabetes in terms of mortality and morbidity. 1 Type 2 diabetes is associated with a 2-to 3-fold increased risk of coronary artery disease and CV mortality. 2 The risk of CVD in diabetes depends largely on the concomitant presence of other traditional CV risk factors including LDL cholesterol levels, high blood pressure and smoking; however, these risk factors do not fully explain the heterogeneity of CV risk in diabetes. 3 The role of proprotein-convertase-subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) in familial hypercholesterolaemia and its CV complications was identified by Abifadel et al. 4 PCSK9 is a serine protease that regulates cholesterol metabolism via LDL receptor (LDLR) degradation. Anti-PCSK9 antibodies are a promising new therapeutic class for lowering plasma LDL cholesterol, and recent clinical trials have suggested a beneficial effect on the incidence of CV events, 5 which has been confirmed in a large outcome trial, 6 with a subgroup analysis in people with type 2 diabetes, 7 and is currently being tested prospectively in another trial. 8 In addition to its regulatory role in hepatic cholesterol metabolism, emerging evidence suggests that PCSK9 may promote atherosclerosis by LDLR-independent mechanisms, implying that PCSK9 might be a CV risk factor independently of LDL cholesterol. Accordingly, Leander et al. 9 have recently linked CV risk with plasma PCSK9 concentrations in elderly people from the community, even after adjustment for established CV risk factors. 9 Other studies have provided inconsistent results, 10-13 but a recent meta-analysis of 9 studies also found a significant relationship between plasma PCSK9 and risk of CV events. 14 PCSK9 levels have been shown to be elevated in people with type 2 diabetes and are associated with an atherogenic lipid profile, as defined by lipoprotein particle number and size. 15,16 Guardiola et al. 16 recently reported that circulating PCSK9 levels were positively correlated with large very-low density lipoproteins and their remnants, intermediate-density lipoprotein particles known for their potent atherogenicity. In addition, PCSK9 was correlated with smaller LDL particles as well as with HDL particles. We hypothesized, therefore, that PCSK9 may be an independent CV risk marker, particularly in people with type 2 diabetes.

To our knowledge, no study has investigated the predictive value of plasma PCSK9 for CVD in type 2 diabetes. The present study was designed to evaluate the association between circulating PCSK9 and CVD in two independent prospective cohorts of patients with type without renal failure (plasma creatinine <150 μmol/L) at baseline. The trial tested whether a low dose of ramipril, an angiotensin converting enzyme inhibitor, able to reduce UAE would also reduce CV and/or renal events such as myocardial infarction (MI), stroke, acute heart failure, end-stage renal failure, and CV death. All endpoints were adjudicated according to standard definitions by a central endpoint committee, whose members were blinded to the treatment group assignment. 17 The neutral effects of ramipril on a cardiorenal composite endpoint (CV death, non-fatal MI, stroke, heart failure leading to hospital admission, and end-stage renal failure) were published previously. 18 In the present study, we analysed the association between baseline plasma PCSK9 concentrations and ( 1 

| SURDIAGENE cohort

The SURDIAGENE study (n = 1468) is based on an inception prospective monocentric cohort and aims to identify the genetic and environmental determinants of microvascular and macrovascular complications in type 2 diabetes. 19 Patients with type 2 diabetes were recruited and followed regularly at the University Hospital of Poitiers, France, between 2002 and 2011. The main exclusion criteria were residence outside the Poitiers region and evidence of nondiabetic renal disease. At baseline, all patients were examined to collect clinical and biological data. A history of CVD at baseline was defined as a personal history of MI and/or stroke. The primary endpoint was the first outcome occurring among the following major CV events (CV death, non-fatal acute MI, non-fatal stroke). In the present study, we analysed the association between baseline plasma PCSK9 concentrations and the same outcomes as for the DIABHYCAR cohort (see above). Living status, CV endpoints, cerebrovascular endpoints, renal failure, and the cause of death were individually determined from patients' hospital records, French death certificate registries, biochemical data, and interviews with their general practitioners, every second year from 2007. An independent adjudication committee reviewed every prospectively collected event. Each endpoint was reviewed by two independent physicians, and, in case of disagreement (11.1% of events), the endpoint was discussed by the whole committee until agreement was found. The study protocol received ethics approval (CV endpoints, renal failure and the cause of death were individually determined from patients).

| Biochemistry

For both cohorts, serum creatinine, lipids (total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides [TGs], calculated LDL cholesterol), and blood glucose concentrations were assayed centrally. Estimated glomerular filtration rate (eGFR) was estimated using the Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) formula. 20 Glycated haemoglobin (HbA1c) was assayed by HPLC (Bio-Rad Diamat Analyser, Bio-Rad, Richmond, California; range of normal values: 20 mmol/mol [4%]-38 mmol/mol [5.6%]). UAE was measured by nephelometry. 21 In addition, in the DIABHYCAR study, high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) concentrations were determined by turbidimetry using a high-sensitivity commercial kit (Hitachi 911; Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany).

| Plasma PCSK9 assay

Plasma PCSK9 levels were measured using a commercial ELISA kit (Human Proprotein Convertase 9/PCSK9 Duoset catalogue no. DY3888; R&D Systems, Minneapolis, Minnesota) and the Luminex Bio-Plex Pro assay technology. 22 Luminex technology is consistently becoming the preferred immune-based method for quantitative analysis of soluble molecules, both in research and clinical laboratories. 23-27 Carboxy-coated Bio-Plex Pro™ COOH beads (Bio-Rad, catalogue no. MC10035-01) were covalently coupled with the PCSK9 capture antibody (R&D Systems DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit, catalogue no. DY3888-part 843582) using the Bio-Plex Amine Coupling Kit (Bio-Rad, catalogue no 171-406001) according to the previous literature in this field 24,28-30 and according to the manufacturer's instructions. Briefly, the coupling procedure involved a two-step carbodiimide reaction with EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimidehydrochloride, catalogue no. 153-0990 Bio-Rad) and sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide, product no. 24510 Thermo Scientific). The efficiency of the PCSK9-capture antibody coupling on the beads was validated by flow cytometry, using an AlexaFluor 488 goat-anti-rat secondary antibody. The intensity of the fluorescence signal on coupled beads was analysed using a BD LSR II flow cytometer and was 3-log higher as compared with non-reacted magnetic beads. All the beads used in our assays were coupled in one single batch (10 9 beads) and stored in storage buffer until used for the assay (for each cohort independently).

The assay procedure was as follows: beads were distributed into Bio-Plex Pro flat-bottom 96-well plates (Bio-Rad catalogue no. 171025001) at a density of 3000 beads per well. Diluted plasma samples were incubated with the beads for 2 hours. A series of washes was then performed using the Bio-Plex Pro II wash station 32 000 pg/mL was used to build the standard curve. Data were analysed using the Bio-Plex Manager software using a Five-Parameter Logistic standard curve. An internal plasma control was used on each plate (n = 52) to assess reproducibility (inter-assay coefficient of variation 17%). The intra-assay coefficient of variation of our immunoassay was 10.6%, calculated from the measurement of PCSK9 in the same sample, repeated 36 times. Sensitivity analyses were performed to test the association between plasma PCSK9 at baseline and the risk of outcomes after considering non-CV death as a competing risk using the Fine and Gray method. 31,32 We also tested the interaction between the outcomes/ PCSK9 plasma PCSK9 levels in the multivariate analysis.

| Statistical analysis

An analysis considering PCSK9 as a continuous variable was also performed. Effect estimates are presented as hazard ratio (HR) and 95% confidence interval (CI) per 1 tertile and for each 1-unit increase of log PCSK9 concentration. To assess the non-linearity of the relationship between plasma PCSK9 and risk of the major CV events in DIABHYCAR, we performed cubic splines with knots at 20, 50, 80, 120 and 150 ng/mL, and a reference value at 40 ng/mL.

Harrell's C-statistic was used to test in the DIABHYCAR cohort whether the addition of plasma PCSK9 to CV risk factors (sex, age, total cholesterol, HDL cholesterol, systolic blood pressure, smoking, TGs, hsCRP, BMI, eGFR, treatment by a lipid-lowering and/or antihypertensive drugs, diabetes duration) improved the discrimination of the primary endpoint, assessed using survival methodology. 33 Patients with history of MI or stroke were excluded for C-statistics. P values ≤.05 were considered to be statistically significant. Statistical analyses were performed with JMP software (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina), SYSTAT software version 13 (SYSTAT Software, Inc., Chicago, Illinois) and STATA software version 13 (StataCorp, www. stata.com).

| RESULTS

| Characteristics of the DIABHYCAR cohort

Among the French participants in the DIABHYCAR cohort (n = 3137), 2911 patients with available baseline PCSK9 measurements were included in this study (Table 1). During follow-up (median follow-up 4.5 years), 647 (22.2% of the population) any CV events occurred and 196 (6.7%) people died from a CV cause. The cumulative incidence of MI and a vascular cerebral event were 3.0% (n = 88) and 6.0% (n = 175), respectively. In addition, the major CV events composite endpoint occurred in 15.7% (n = 456) of the DIABHYCAR participants. As shown in Figure 1A, plasma PCSK9 levels were slightly skewed, with a median (IQR) concentration of 40.0 (28.5-54.8) ng/mL and a mean (SD) concentration of 43.8 (21.9) ng/mL. A similar distribution was observed in men (median [IQR] 39.5 [28.4-54.4] ng/mL) and women (median [IQR] 41.3 [29.0-55.2] ng/mL). A total of 30% of the individuals were taking cholesterollowering therapy and 9% were taking statins.

The population was stratified by tertile of baseline plasma PCSK9. Table 2 shows the relationship between plasma PCSK9 and clinical and biochemical variables. Patients with PCSK9 levels in the upper tertile had higher total cholesterol, HDL cholesterol and LDL cholesterol concentrations, but TG concentrations were not significantly different among the three groups. BMI and hsCRP were negatively associated with PCSK9. Other variables, including age, gender, smoking, alcohol status, UAE, HbA1c and eGFR did not differ across tertiles. The use of statins, fibrates and sulphonylureas was more frequent in upper PCSK9 tertiles.

| Characteristics of the SURDIAGENE cohort

PCSK9 measurements were available in 1468 patients included in the SURDIAGENE study (Table 1). The distribution of plasma PCSK9 concentrations for the SURDIAGENE cohort is presented in Figure 1B. The median (IQR) plasma PCSK9 was 87.8 (66.4-113.7) ng/mL and the mean (SD) was 92.0 (37.4) ng/mL. The distributions differed between men (median [IQR] 82.0 [62.5-108.5] ng/mL; mean [SD] 87.1 [35.6] ng/mL) and women (median [IQR] 94.0 [71.8-120.5] ng/mL; mean [SD] 98.8 [38.8] ng/mL). Of the whole cohort, 56.4% were taking lipid-lowering therapy (45.3% were under statin therapy).

During follow-up (median follow-up 7.4 years), 382 first major CV events and 616 CV events (all CV composite outcomes) occurred and 307 patients (20.9% of the population) died from a CV event.

Table 2 shows the relationships between plasma PCSK9 tertiles and clinical and biochemical variables. Patients with PCSK9 levels in the upper tertiles had higher total cholesterol, LDL cholesterol and TG but not HDL cholesterol concentrations. The use of statins and fibrates was significantly higher across PCSK9 tertiles. Other variables, including age, gender, smoking and alcohol status, BMI, HbA1c, UAE and eGFR did not differ across tertiles.

| Relationships between PCSK9 plasma concentrations and CV outcomes 3.3.1 | DIABHYCAR study

Tables 2 and3 describe the results of the univariate and multivariate analyses when PCSK9 levels were stratified by tertile in the DIABHY-CAR study. Univariate regression revealed associations of plasma PCSK9 levels with the incidence of MI, all CV events and stroke/TIA, but not significantly with the incidence of the first major CV events endpoint; however, except for the stroke/TIA outcome, the association between CV events and plasma PCSK9 strengthened after adjustment for established CV risk factors and clinically relevant potential confounders (Table 3). Similar results were observed after treating non-CV death as a competing risk (Table S1), and when plasma PCSK9 concentrations were categorized in quartiles instead of tertiles (data not shown). In addition, these findings were mostly confirmed by multivariate analysis considering PCSK9 as a continuous variable: incidence of first major CV events; incidence of all CV events; and incidence of MI were significantly and independently associated with plasma PCSK9 levels (Table 4). Moreover, we observed increasing risk of the first major CV events endpoint with increasing plasma PCSK9 using a restricted spline model. This analysis showed non-linear association of PCSK9 and primary outcome (P < .001; Figure S). The interaction between outcomes/PCSK9 plasma levels and the history of CV events/disease was not statistically significant.

Sensitivity analysis included a subgroup analysis after exclusion of people taking lipid-lowering drugs. Multivariate regression analysis showed a significant association between serum PCSK9 at baseline and incidence of all CV events (HR 1.13 [95% CI 1.01-1.28]; P = .039, per 1-unit increase of log plasma PCSK9 at baseline). In addition, multivariate analyses with LDL cholesterol rather than total cholesterol as a confounding variable confirmed the results (data not shown).

Using C-statistics, we observed a modest, but significant, improvement in the discrimination regarding the first major CV event endpoint after addition of plasma PCSK9 to established CV risk factors (Table S1).

| SURDIAGENE study

In the SURDIAGENE cohort, plasma PCSK9 was not associated with the incidence of CVD either in the univariate or in the multivariate analysis, after stratification of PCSK9 concentrations by tertile (Tables 2 and3), or when PCSK9 was analysed as a continuous variable (data not shown). Notably, we did not observe any association between plasma PCSK9 and incidence of CV events after stratification for use of statins or any lipid-lowering agent.

| DISCUSSION

In this post hoc but preplanned study, the association between plasma PCSK9 concentration and the risk of CV events in patients with type 2 diabetes was tested for the first time, to the best of our knowledge. We showed that plasma PCSK9 concentration was significantly predictive of major CV events in the DIABHYCAR cohort. The prognostic value of plasma PCSK9 was independent of traditional CV risk factors, including plasma lipids, and allowed a significant, albeit of modest amplitude, improvement in discrimination based on Cstatistics analysis. The association was not observed in the SURDIA-GENE cohort, composed also of people with type 2 diabetes but with an even higher CV risk.

The association between CVD and circulating PCSK9 levels has been evaluated in the community and/or healthy populations, 9,11,13 in patients with acute coronary syndrome 10 or stable coronary artery disease, 34,35 in patients with acute coronary syndrome or stable angina 36 and in patients with chronic kidney disease. 12 Vlachopoulos et al. 14 recently published a meta-analysis of 8 studies 9-13,34-36 corresponding to 9 independent cohorts, including 12 081 participants with a mean follow-up of 6.6 years. They concluded on a modest, but significant, association between plasma PCSK9 levels and combined CV events. No data were reported in the subset of patients with 22,37-39 The PCSK9 capture and detection antibodies used in this study have also been published in a previous study. 40 The experiments were highly reproducible, as good intra-assay and inter-assay coefficients of variability were observed; however, differences in the techniques used for PCSK9 determination cannot explain differences observed between the DIABHYCAR and SURDIAGENE cohort as the same method was used. Rather, these apparently conflicting results may be attributable to at least 3 major differences between the two population studies. First, the SURDIAGENE cohort displayed a significant higher CV risk. The incidences of MI and CV deaths were, respectively, 65% (11.4 per 1000 person-years vs 6.9 per 100 000 personyears) and 85% (28.5 per 1000 person-years vs 15.4 per 1000 person-years) higher in the SURDIAGENE cohort as compared with the DIABHYCAR cohort. In other words, participants in the DIABHY-CAR and SURDIAGENE cohorts had an intermediate and a very high CV risk, respectively. Interestingly, the meta-analysis by Vlachopoulos et al. 14 showed that the predictive value of plasma PCSK9 was only significant in the subpopulation characterized by a lower CV risk, whereas PCSK9 was no longer a CV risk marker when considering only the cohorts at higher CV risk. A second important difference between our two cohorts was the proportion of patients treated by statins. Indeed, only 9% of participants in the DIABHYCAR cohort were receiving statin therapy, whereas almost 45% of participants in the SURDIAGENE cohort were using statins. Statin has been shown to upregulate plasma PCSK9 levels. 41,42 In addition, statins are more likely to be prescribed in patients with the highest risk of developing CVD. Thus, it is possible that a treatment known to increase PCSK9 levels makes the predictive value of PCSK9 disappear. Interestingly, in the study by Werner et al., 35 in which 95% of the participants were receiving statins, PCSK9 did not predict CV events in those with coronary artery disease in the multivariate analysis. We did not observe any association in the subset of participants from the SURDIAGENE study not using statins, but the statistical power was reduced. Third, most of the participants in the SURDIAGENE study were receiving insulin treatment (vs 0% in the DIABHYCAR study, by design), a treatment shown to increase expression of PCSK9 mRNA and protein in cultured hepatocytes and in the liver of mice. 43,44 Moreover, in the Dallas Heart Study, plasma PCSK9 positively correlated with insulin. 45 Thus, chronic insulin therapy may also potentially affect plasma PCSK9 levels and disturb the relationship with CV outcomes.

In the DIABHYCAR cohort, the unadjusted associations between PCSK9 plasma levels and CV outcomes were of modest amplitude, and most of the associations became statistically significant only after adjustment on confounding variables. This observation could be explained by the univariate relationship between PCSK9 and several CV risk factors. Indeed, in DIABHYCAR, PCSK9 was positively associated with HDL cholesterol and negatively associated with BMI and hsCRP, and showed a trend towards a negative association with eGFR. As HDL cholesterol is known to be conversely associated with the CV risk and the other variables typically negatively correlate with CVD, they may mask the statistically significant positive association which is revealed only when adjusting for these confounders. Of note, our findings reveal no difference in smoking and blood pressure across PCSK9 tertiles. In addition, the differences between tertiles in total cholesterol, HDL cholesterol and LDL cholesterol, although significant, are marginal. These data, as well as the multivariate analyses, suggest that the critical variables explaining the difference in CV risk are different from the traditional risk factors and are yet to be identified. It is currently unknown whether increased plasma PCSK9 contributes to the CV risk associated with diabetes in certain populations, such as the DIABHYCAR population. Indeed, even if an association is demonstrated between plasma PCSK9 and CV risk, this association would depend not only on the impact of PCSK9 on cholesterol homeostasis, but also on other mechanisms, as the association between plasma PCSK9 and CV events is independent of plasma lipid concentrations. An interaction has been described between PCSK9 and non-LDL receptor targets, involving mediators of inflammation and immunological processes. More specifically, PCSK9 inhibition has been demonstrated to influence TG-rich lipoprotein metabolism 46 and is a critical regulator of the innate immune response. 47 In addition, PCSK9 increases LDLR-related protein (LRP1) levels and CD36 expression in intestinal tissues, hepatocytes and adipose tissue, two mechanisms which might modify the atherogenic burden. 48,49 A pro-inflammatory role of PCSK9 has also been reported. 50,51 Because type 2 diabetes itself is strongly associated with chronic low-level inflammation, the association between inflammation and PCSK9 may be different in non-diabetic and diabetic populations, and further studies are warranted to analyse possible interactions. This is of particular relevance since several studies have shown a positive relationship between hsCRP and PCSK9 plasma levels. 9-13,34-36 Other possible explanations for the effect of PCSK9

on CVD involve its impact on atherogenic lipoproteins independently of its impact on the LDLR pathway. Guardiola et al. 16 recently reported that circulating PCSK9 levels were positively correlated with large very-low-density lipoprotein and their remnants, intermediate-density lipoprotein particles known for their potent atherogenicity. In addition, PCSK9 was correlated with smaller LDL particles as well as with HDL particles, mainly explained by the correlation between PCSK9 and the smallest HDL particles. Finally, circulating PCSK9 levels were positively correlated with pro-atherogenic circulating remnant-like particle cholesterol levels. Interestingly, all these findings were derived from a population of patients with type 2 diabetes or metabolic syndrome. 16 Unfortunately, no detailed data are available concerning lipoproteins and particle characteristics in the DIABHYCAR or the SURDIAGENE cohorts to replicate these associations and to test whether they can mediate the observed association with future CV events.

The absence of association between plasma PCSK9 levels and CV death may be related to a lack of statistical power; however, we can also speculate that PCSK9 has an atherogenic role via its effect on lipoprotein metabolism rather than a pro-arrhythmic effect, which is known to be responsible for most deaths in the context of CHD.

It is important to consider that at least two forms of PCSK9 exist in plasma. Indeed, following its secretion, the mature form of PCSK9 undergoes cleavage by Furin, another proprotein convertase, at position 218 which leads to inactivation of PCSK9. 52 Recent evidence using mass spectrometry showed that up to 40% of circulating PCSK9

is Furin-inactivated. 53 Other studies have also demonstrated that in plasma, PCSK9 is associated with LDL particles 54-57 up to 40%; however, it has been suggested that only the intact form of PCSK9 is associated with LDL and not the Furin-cleaved form. 54,55 This raises the question of the pertinence of currently available ELISA assays that do not distinguish between all these forms and may explain the low level of correlation between LDL cholesterol and circulating total concentrations of PCSK9. 58 The antibody used in our study recognizes total circulating PCSK9 that was positively correlated with LDL cholesterol.

This correlation might be strengthened if only the active form of PCSK9 was measured. Highly sensitive techniques, including mass spectroscopy, might be able to detect the active forms of PCSK9; however, their usage is limited and expensive.

The strengths of the present study include comprehensive information on baseline characteristics, and reliable collection of adjudicated events in both cohorts. Another strength is the possibility of evaluating the CV predictive role of PCSK9 in type 2 diabetes in a cohort where only 9% of the patients were receiving statin therapy, known to have pleiotropic effects.

The study also has several limitations. Firstly, it was a nonspecified post hoc analysis because the beginning of the follow-up occurred before the identification of PCSK9; however, the main statistical analyses were preplanned before we performed biochemical measures. Indeed, the choice of the outcomes, the choice to stratify the population into tertiles and to complete the analysis considering PCSK9 as a continuous variable were made a priori. Secondly, although the DIABHYCAR study was based on a large sample size, we cannot exclude a lack of statistical power to detect a possible relationship between plasma PCSK9 levels and CV death. Thirdly, we cannot extrapolate the results to patients with uncomplicated type 2 diabetes or to patients at very high CV risk and/or receiving statin therapy. Finally, despite the integration of potential confounders in the multivariate analysis of the DIABHYCAR study, we cannot exclude a possible residual bias.

In conclusion, the present study reveals the prognostic value of plasma PCSK9 regarding the risk of CV events in type 2 diabetes, and its limits (see Table S2 for take-home messages and Figure S2). 

Introduction

The Middle East (ME) region is characterized by a high prevalence of metabolic syndrome, diabetes, familial hypercholesterolemia (FH), consanguineous marriages, and a pattern of dyslipidemia with low high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and high levels of triglycerides (TG). 1 Several gaps in the management of dyslipidemia in the ME region constitute huge concern to prevent cardiovascular diseases (CVD). Lebanon is known for its high frequency of FH due to a mutation in the low-density lipoprotein (LDL) receptor with a founder effect. 2-4 The frequency of homozygous (Ho) FH is more than 10-fold higher in Lebanon than in other populations. 2-4 This is likely attributable to a high prevalence of heterozygous (He) FH among Lebanese people, coupled with a high incidence of consanguinity. The genetic cause of FH has been well documented; 2,4 nevertheless, to date, no genetic study has investigated the cause of low HDL-C levels in the Lebanese population, knowing that these low HDL-C levels have been noticed in few studies. 5 Epidemiological studies have consistently demonstrated an inverse association between plasma HDL-C levels and coronary heart disease. 6-9 HDL particles play a key role in the reverse cholesterol transport from peripheral cells to the liver for biliary excretion. 10 ABCA1 or ATP-binding cassette transporter A1, a major determinant of HDL-C levels in plasma, is abundantly expressed in arterial wall macrophages and plays a crucial role in mediating cholesterol and phospholipid (PL) efflux to lipid-poor apolipoprotein A-I (ApoA-I) or preb-HDL particles. 11-14 Indeed, in an initial step of HDL biogenesis, lipid-free ApoA-I interacts with the extracellular loops of ABCA1. 15 Tangier disease (TD), a rare autosomal recessive disorder, is caused by mutations in ABCA1 encoding the ATP-binding cassette subfamily A member 1 protein that lead to extreme low levels of HDL-C and ApoA-I. 16 Typical yellow orange tonsils caused by accumulation of cholesterol esters in macrophages characterize TD patients. Some TD patients also exhibit peripheral neuropathy, 17 splenomegaly, anemia, thrombocytopenia, 18 and corneal opacification. 19 ABCA1 deficiency impairs cholesterol efflux to ApoA-I and prevents their conversion into preb-HDL and maturation into larger HDL particles. 20,21 Cholesterol efflux assays in primary fibroblast cell lines, heterozygote for ABCA1 mutations, display levels between 35% and 75% of wild-type cholesterol efflux. 22,23 To date, more than 180 mutations in ABCA1 gene have been reported and they have been associated with various molecular, biochemical, and clinical phenotypes. 24-26 Remarkably, not all patients with TD developed an increase in tonsils size or a change in their color 27-29 and not all of them experienced premature CVD. Studies that have investigated the association between single nucleotide polymorphisms in the ABCA1 gene and the susceptibility to atherosclerosis led to conflicting results. 24,30-32 Hence, studies of rare inherited disorders provide an excellent strategy to discover new mechanisms in complex disorders such as the atherosclerotic disease.

In this article, we identified the first Lebanese pathogenic variant in the ABCA1 gene causing TD in a consanguineous family and explored its functional impact by evaluating macrophage cholesterol efflux, systemic inflammatory, and metabolic profiles. The proband was recruited as part of a molecular study aiming to identify the genetic causes for low HDL-C levels in Lebanese families.

Methods

Laboratory and biochemical tests

Blood samples were obtained after the subjects had fasted overnight; plasma and serum were prepared. The lipid (TG, PL, total cholesterol (TC), free cholesterol, HDL-C) and protein (total protein, ApoA-I, ApoA-II, ApoB, and ApoE) contents in plasma were quantified with an Autoanalyzer (Konelab 20). Reagent kits from Roche Diagnostics and ThermoElectron were used for determination of TC and TG levels, respectively. The levels of unesterified cholesterol and PL were determined with commercial reagent kits (Diasys). Cholesteryl ester mass was calculated as (TC-free cholesterol) ! 1.67, and thus represents the sum of the esterified cholesterol and fatty acid moieties. The Bicinchoninic acid assay reagent (Pierce) was utilized for protein quantification.

Fasting plasma LDL-C was calculated using the Friedwald formula. HDL-C levels were determined after dextran sulfate magnesium precipitation of apoB-containing lipoproteins. Plasma ApoA-I, ApoB, and ApoA-II concentrations were determined using immunoturbidimetric assays (ThermoElectron reagents and calibrators; Diasys reagents and calibrators).

Analysis of circulating biomolecules

Adhesion molecules and inflammatory cytokines in plasma from controls and patients were quantified using a semiautomated Biochip Array Technology analyzer (Evidence Investigator, Randox) as previously described. 33 Quantification of the circulating biomolecules from each plasma sample obtained from a single carrier was tested in duplicate or triplicate when a sufficient amount of plasma was available. A group of 18 normolipidemic healthy control individuals (9 males and 9 females, aged 23 to 78 years with a mean age: 63 6 13 years) was included as a reference group for the quantification of circulating biomolecules.

DNA analysis and variant detection

DNA of the index case and his family members was extracted from peripheral blood leukocytes by a standard procedure. 34 The 4 exons of APOA1, 6 exons of LCAT, and 50 exons of ABCA1 genes were amplified by polymerase chain reaction using intronic primers (Supplemental Table 1) and sequenced by Dye Terminator method. Furthermore, 50 Lebanese healthy normolipidemic volunteers (23 males, 27 females) were investigated as a control group for DNA study. All patients and controls gave informed consent for the study.

Monocytes isolation

Monocytes were isolated from the blood of one control individual or from the proband (IV-1) by Ficoll gradients (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) and subsequently differentiated into human macrophages (human monocytes-derived macrophages [HMDM]) by adhesion on plastic Primaria plates (Falcon) over a period of 10 days of culture in RPMI 1640 medium, supplemented with 10% heat-inactivated human serum, 2 mmol/L glutamine, 100 mg/mL penicillin/streptomycin, and 20 ng/mL human macrophage colony-stimulating factor. 35 

Radioisotopic cholesterol efflux assays

Assessment of macrophage cholesterol efflux was performed as previously described. 35 More details are given in supplementary material and methods.

IMT measurements and plaque assessment

Intima-media thickness measurements and plaque assessment were made using ultrasound according to previously published methods. 36 

Coronary artery calcification assessment

Each patient underwent a multidetector computed tomography (CT) scan (Siemens syngo.CT CaScoring). Coronary artery calcification was quantified by means of the previously described Agatston scoring method. 37 

Results

Clinical characteristics of the index case and his family members

The proband, born on 1968, is a Lebanese male (80 kg, 1m74), who has been referred to the lipid clinic at Hôtel Dieu de France hospital in Beirut, in 2003, with very low/ undetectable levels of HDL-C and ApoA-I. His TC, LDL-C, and TG levels were 2.26 mmol/L (88 mg/dL), 0.84 mmol/L (32.7 mg/dL), and 3.11 mmol/L (275.2 mg/ dL), respectively (Fig. 1). These very low HDL-C levels are confirmed in several measurements (Supplemental Table 2). Fasting glucose levels of the proband were of 5 mmol/L (90 mg/dL), and his HbA1c was of 4.4%. He showed thrombocytopenia (platelets count varying from 71,000 to 112,000 per mm 3 of blood) and a hearing impairment (puretone audiometry revealed moderate sloping to severe mixed hearing loss, bilaterally) due to bilateral otosclerosis. He was a nonsmoker. He has been diagnosed with TD in 2003 at 35 years old but he did not show the typical TD phenotype, in particular he had no tonsillar abnormality, no lymphadenopathy, and no signs of hepatosplenomegaly by abdominal ultrasound or evidence of motor and sensory neuropathy.

The family at large was investigated and its pedigree (Fig. 1) was drawn. This study showed that the proband's father and mother were first cousins. Seven family members were also investigated. No history of CVD was noted in the family except for the uncle III-3 who died from stroke at 55 years old.

Biochemical analysis

The proband (IV-1, Fig. 1) was diagnosed with TD at 35 years old, with very low HDL-C and ApoA-I levels at several independent measurements at separate times, thrombocytopenia and hearing impairment.

Biochemical analysis (Table 1) revealed extreme low levels of HDL-C (0.05 mmol/L or 1.95 mg/dL) and low levels of TC (2.32 mmol/L or 90.34 mg/dL), LDL-C (0.90 mmol/L or 35.05 mg/dL), and PL (1.44 mmol/L) in the proband (IV-1). Levels of TG were elevated in the proband IV-1 (3.00 mmol/L or 265.49 mg/dL). He had as well undetectable levels of ApoA-I (0.10 g/L) and ApoA-II (0.05 g/L). As shown in Table 1, levels of ApoA-I were also reduced in the proband's father III-4 (ApoA-I: 0.88 g/L) and mother III-5 (ApoA-I: 1.13 g/L), whereas those of HDL-C were reduced in the proband's mother III-5 (HDL-C: 0.72 mmol/L or 28.04 mg/dL) and aunt III-1 (HDL-C: 0.98 mmol/L or 38.16 mg/dL). Unfortunately, not all lipid measurements of the proband's sister IV-2 are available. TC level was of 4.1 mmol/L (163 mg/dL) and TG levels were of 0.68 mmol/L (60 mg/dL).

Genetic analysis

Familial hypoalphalipoproteinemia with an autosomal recessive inheritance pattern was suspected on the basis of the combination of a very low HDL-C and a family history of consanguinity. Hence, we performed a molecular diagnosis of TD by sequencing the 50 exons of ABCA1 gene. We identified in the proband a novel homozygous c.1775 GC . AT variation in exon 14 resulting in a substitution at position 592, p.Gly592Asp the glycine, being a nonpolar neutral amino acid well conserved among species, whereas aspartic acid is a polar ionizable amino acid (NP 005493.2) (Fig. 2), negatively charged at physiological pH.

Sequencing of exon 14 in the proband's family members (Fig. 1) revealed that both parents (III-4, III-5) were heterozygous for the same c.1775 GC . AT variation, whereas, the proband's sister (IV-2) did not carry this variation. Further investigation of the family reveals that other siblings (II-3, III-1, III-6) of the index case were heterozygous carriers of c.1775 GC . AT variation.

To ascertain whether the c.1775 GC . AT was a rare pathogenic variant or a common polymorphism in the Lebanese population, we sequenced exon 14 of the ABCA1 gene in 50 normolipidemic controls. None of them were found to be a carrier of this variation. Furthermore, this variation was not reported before in the literature or in genetic databases. Interestingly, in silico prediction tools revealed that this is a deleterious variation (SIFTv6.2.0score: 0, median: 4.32) with probably damaging (polyphen-2, sensitivity: 0.36; specificity: 0.97) consequences on the functionality of the protein. Indeed, physicochemical difference between glycine and aspartic acid is important (Grantham distance: 94 [0-215]), and the glycine at position 592 of ABCA1 is a highly conserved amino acid among species (12 species, Fig. 2A). Therefore, it is likely that p.Gly592Asp is a novel pathogenic variant in ABCA1 potentially responsible of TD in the proband. It is noteworthy that APOA1 and LCAT genes have been sequenced and no variant was identified.

Functionality analysis: cholesterol efflux measurement

As p.Gly592Asp is likely a novel pathogenic variant, its functional impact on cholesterol homeostasis in macrophages has never been assessed before. Therefore, peripheral monocytes were isolated from the total blood of the proband and from a control individual and were differentiated into macrophages (HMDM). We examined cholesterol efflux to ApoA-I and HDL from patient's and control's HMDM labeled with [ 3 H] cholesterol (Fig. 3). Interestingly, lipid-free ApoA-I-dependent cholesterol efflux after 4 hours or 24 hours of incubation was almost completely abolished in the proband's HMDM as compared to the control's HMDM. In addition, cholesterol efflux to HDL was lower in ABCA1-mutated HMDM than in control HMDM as previously observed in fibroblasts 38 and macrophages from TD patients. 35 

Inflammatory phenotype and metabolic assessment

Recent study has demonstrated that ABCA1 mutation carriers have a systemic inflammatory phenotype. 39 Thus, we aimed to assess the inflammatory profile in the patient and his family. Plasma cytokines, adhesion molecules, as well as soluble receptors were measured in the homozygous patient (Proband: IV-1) as well as in three heterozygous siblings (Father: III-4, mother: III-5, and aunt: III-1) (Supplemental Table 3). We observed a variable cytokine profile in the proband and his family. As a whole, the proband (IV-I) appeared however to exhibit higher circulating amounts of inflammatory cytokines (MCP-1, MIP-1a, IL-6, CRP, TNF-a), adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1, Eselectin), and soluble receptors (sIL-6r, sTNFRI, sTNFRII) than control individuals.

Serum markers of metabolic syndrome were measured in the index case (IV-1) and his relatives (III-1, III-4, III-5) (Supplemental Table 4). A marked increase of insulin and Cpeptide together with a reduction of leptin and adiponectin was detected in the index case in comparison to controls.

Cardiovascular investigation

The proband had subclinical premature atherosclerotic lesions. On one hand, carotid ultrasound investigation led to the identification of bilateral bulbar 2.5-3 mm thickness hypoechogene plaques ($25% diameter narrowing). On the other hand, cardiac CT revealed the presence of premature artery lesions above the 90 th percentile of below 50-years-old men and allowed the determination of a coronary calcium score of 185. Other CV tests such as rest electrocardiography were normal.

Discussion

In this report, we describe the first case of TD kindred in Lebanon harboring a novel variation in the ABCA1 gene, the p.Gly592Asp. Further explorations showed that this pathogenic variant occurs in the first extracellular domain (ECD) of ABCA1, a region known to be functionally critical for the transporter. Human ABCA1 is composed of 2261 amino acids (aa) containing 2 transmembrane domains, each consisting of 6 transmembrane (TM) helix followed by a cytoplasmic region 25 comprising one nucleotide-binding domain and one small regulatory domain (R). 40,41 The nucleotide-binding domains and R domains are the most conserved elements among the ABCA subfamily. 42 ABCA1 has two large ECDs, ECD1 between TM1 and TM2 and ECD2 between TM7 and TM8, 42,43 and it is suggested that these ECDs are responsible for binding to ApoA-I. The ECD1 of ABCA1 consists of 583 aa (residues 47-629), 41 pointing out that the novel pathogenic variant p.Gly592Asp we identified is located in this region as many other missense mutations previously described. 24 A recent study by Qian H et al. 41 has characterized the cryo-electron microscopy structure of human ABCA1. Interestingly, they showed that ECD1 and ECD2 together enclose an elongated tunnel that is predominantly hydrophobic. As ECD is responsible for the interaction with ApoA-I, 12,44 the authors suggest that this tunnel may serve as a potentially temporary storage or delivery passage for lipids such as cholesterol and PL. Structural mapping of p.Trp590Ser, a single point mutation that reduces PL translocation, 45,46 reveals that Trp590 is in the vicinity of the bottom of the extracellular tunnel suggesting a potential involvement of this residue in the translocation of lipids from transmembrane domain to ECD. 41 This newly identified pathogenic variant p.Gly592Asp is located 2 aa away from the p.Trp590Ser, and both mutations have a high Grantham score. Then, the p.Gly592Asp pathogenic variant is very likely also located in the hydrophobic tunnel of the ECDs and might also impair lipid delivery to ApoA-I. Its proximity to the p.Trp590Ser mutation suggests that our newly identified pathogenic variant may be classified among the second group of ABCA1 mutations, which is defined as the lipid translocation defective mutants, as proposed by Wang and Smith. 47 In agreement with this model, functional testing of the p.Gly592Asp pathogenic variant in the proband's macrophages confirmed that the mutant ABCA1 failed to mediate cholesterol efflux to ApoA-I. However, a structure mapping and further functional studies are needed to confirm the exact location of the p.Gly592Asp and its impact on ABCA1 function.

Interestingly, our results showed that beyond the almost complete abolishment of cholesterol efflux to ApoA-I, a significant reduction of cholesterol efflux from ABCA1mutated macrophages to HDL particles was also observed. These findings are in agreement with previous studies indicating that ABCA1 is also an important mediator of macrophage cholesterol efflux to HDL 35 demonstrating most marked efficiency with small, dense HDL subfractions (HDL3b and HDL3c). 48 As liver and intestine expressions of ABCA1 were reported to be the major contributors to HDL biogenesis, 11 the quasi absence of ApoA-I and HDL observed in the proband suggests that the p.Gly592Asp pathogenic variant is equally functional in these tissues.

HDL particles possess multiple biological activities among which a potent anti-inflammatory property as illustrated by the negative correlation between HDL-C and systemic markers of inflammation. 49 In the present study, we observed that circulating levels of MCP-1, MIP-1a, ICAM-1, VCAM-1, and E-SEL were elevated in the patient and his family suggesting a proatherogenic status. Bochem et al. 39 have demonstrated that heterozygous and homozygous ABCA1 pathogenic variant carriers displayed an increased proinflammatory plasma cytokine profile characterized by an elevation in TNF-a, MCP-1, and IL-6 levels. Interestingly, both the homozygous proband and the heterozygous family members exhibited higher systemic inflammation despite distinct plasma HDL-C concentrations ranging from total deficiency (Proband, IV-1) to normal plasma level (Proband's father, III-4). These observations clearly indicate that the proinflammatory status of ABCA1mutated patients does not only result from the arithmetic value of HDL-C. Similar results were obtained by Bochem et al. 39 who proposed that the increased inflammation in ABCA1-mutated patients may be the consequence of ABCA1 defect both at the cellular (macrophage lipid raft formation) and the plasma (HDL-C) levels.

Evaluation of cardiovascular risk in patients carrying biallelic ABCA1 mutations is subject of debate mostly because of the low number of available patients. Interestingly, the proband described in the present study does not present any coronary artery disease risk factor except a very low plasma HDL-C level; plasma LDL-C level being even also very low (Table 1). Nevertheless, the TD patient has premature atherosclerotic lesion in carotid arteries as shown by the carotid ultrasound and a very premature coronary artery lesion above the 90th percentile of below 50-years-old men. 50 This increase in baseline subclinical atherosclerosis in young adults as observed in the patient reported in our study would likely translate into substantial differences in lifetime risk for CVD. Indeed, it has been shown that among individuals #50 years of age, those with low 10-year but high lifetime predicted risk have a greater burden and progression of subclinical atherosclerosis such as coronary artery calcification and carotid intima-media thickness compared to those with low 10-year and low predicted lifetime risk. 50-52 In our study, ABCA1 homozygous patient had high fasting insulin and peptide C levels, whereas fasting glycemia was within the normal values. A recent study has demonstrated that the oral glucose tolerance test was enhanced in the ABCA1 homozygous subjects compared with the control subjects, a finding associated with higher insulin levels. 53 However, the impact of the ABCA1 deficiency on the insulin secretion is still matter of debate. 54-56 The mechanism for the higher insulin levels with ABCA1 loss of function in our study is unknown and evaluation of insulin resistance and secretion in the proband would be useful to determine the impact of this novel pathogenic variant on b-cell activity.

Finally, the proband also exhibited bilateral hearing impairment and probably angiomyolipomia in the kidney, and these two symptoms have been recently reported in a TD patient. 57 

Conclusions

In this report, we describe the first case of TD in Lebanon harboring a novel pathogenic variant in the ABCA1 gene, the p.Gly592Asp, and subclinical atherosclerosis. The CVD-associated mortality rate in the ME is one of the highest in the world. 58 Patients in the ME who present with heart attacks are 10-12 years younger than those in Western countries. 59,60 There are few studies regarding the prevalence of dyslipidaemia in the ME. 61-63 In this report, we describe the first pathogenic variant in ABCA1 in the Lebanese population. It is the first case of TD reported in Lebanon and in the neighboring countries, whereas very few have been reported in Turkey. 64,65 Few studies have evaluated the dyslipidemic profile in the Lebanese population. A study performed by Aydenian et al. 5 in 1999 showed that the Lebanese population has a significant percentage of subjects with lipid levels higher than those recommended by the NCEP, 19% for TC, 27% for LDL cholesterol, and 20% for Lp(a). Importantly this study showed that 57% of women and 73% of men showed HDL-C levels below 1.4 mmol/L and 1.15 mmol/L, respectively. This is one of the rare studies performed in Lebanon highlighting the magnitude of dyslipidemia. Therefore, genetic screening of individuals with very low HDL-C levels in Lebanon is very important to search for the new pathogenic variant identified in this article as well as identifying other mutations in genes known to be implicated in hypoalphalipoproteinemia such as APOA1 and LCAT.

Identification and characterization of new mutations in CVD is highly important in the ME region because the consanguinity rate is very elevated. Genetic research is needed to understand the cause of the highly prevalent dyslipidemia and to guide its management. Early screening of those mutations, as well as education of patients to adopt a healthy lifestyle, can lead to installation of prevention and rapid treatment strategies, to reduce the risk of premature CVD in the ME. 610380) and aneurysms-osteoarthritis syndrome (MIM 613795), many cases are nonsyndromic. Importantly, up to 20% of individuals who experience nonsyndromic TAAD have a family history of TAAD (hTAAD, for heritable TAAD), 2,4-6 suggesting that familial screening for genetic causes of TAAD could help identify individuals at risk for developing this condition.

Many genes have been identified that are associated with hTAAD. Alterations in these genes define three separate pathogenic mechanisms affecting the aortic wall: alteration of an extracellular matrix (ECM) component (such as fibrillin-1 7 encoded by FBN1, or MAGP2 encoded by MFAP5 8 ), alteration of TGFβ signaling (TGFBR1, 9 TGFBR2, 10 or TGFB2 11 ), or alteration of smooth muscle cell (SMC) contraction (MYH11 encoding smooth muscle myosin heavy chain 11, or ACTA2 encoding smooth muscle α actin), metabolism or migration. 12 HTAAD shows high clinical variability and low, as well as incomplete, penetrance. It tends to present in older patients, as highlighted by age-related onset of disease in almost all hTAAD family lineages. Furthermore, women tend to develop aortic manifestations at more advanced ages compared with men. 13,14 To date, pathogenic variants in known genes account for less than 20% of hTAAD cases, suggesting that the genetic heterogeneity of this disorder is even greater than is currently understood. 6,15 Given the importance of genetic screening for individuals at risk of developing hTAAD and the high proportion of cases of TAAD with unknown causes, we sought to identify novel genetic pathogenic variants associated with this condition. Here, we report five functional variants in the THSD4 (thrombospondin, type I, domain containing 4) gene in hTAAD families and probands with TAAD. THSD4 encodes ADAMTSL6, a microfibril-associated protein that binds directly to fibrillin-1 and promotes fibrillin-1 matrix assembly. 16 It belongs to the ADAMTS/L superfamily, which comprises 19 secreted enzymes (ADAMTS, for A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) and seven secreted glycoproteins (ADAMTSL, for ADAMTS-like). 17 The ADAMTS are extracellular metalloproteinases that are involved in ECM turnover. Members of the ADAMTSL subfamily are homologous to ADAMTS proteins, but do not have enzyme activity, as they lack the superfamily's consensus catalytic domain. 16,18 Several studies conducted in mouse models of aortic dilation have recently reported that ADAMTS/L family members play a role in aortopathies, and their effects are often detected or enhanced by angiotensin II infusion. 19-21 Members of this family would be interesting candidate genes in hTAAD. Our genetic approach links ADAMTSL6 to hTAAD. In vitro functional studies of the ADAMTSL6 variants confirmed their altered function. Histologic examination of aortic samples revealed diffuse disruption of the media. Furthermore, investigation of a Thsd4 +/-mouse model showed pathogenic effects on the thoracic aorta. Thus, human genetic studies together with functional studies and a mouse model suggest that ADAMTSL6 is a new player in aortic physiology and pathology.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

All patients gave their written informed consent for participation in this study in agreement with the requirements of French bioethics laws (institutional review board [IRB] approval from the Comité de Protection des Personnes [CPP] Ile de France XI, 78105 St Germain en Laye, registration number 11008).

Patients

Probands and families were recruited from the Centre National Maladies Rares-Syndrome de Marfan et apparentés, the French National Reference Centre located at Bichat Hospital (Paris, France) and through competence centers nationwide. Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes by standard procedures as previously reported. 8,11,15 In total, 1114 French probands were screened for diagnosis of possible syndromic (notably MFS) or nonsyndromic TAAD through a multidisciplinary clinical assessment process including systematic slit-lamp examination, extensive imaging (including aortic echocardiography), and molecular analysis.

Exome sequencing

It was performed on 106 patients from 35 TAAD-affected families in which no causal variant in genes previously associated with TAAD had been identified (consecutive to Sanger sequencing or next-generation sequencing capture panel of candidate genes). DNA samples from affected members of TAAD families were sequenced by Integragen S.A. (Evry, France), as previously reported. 8,11 DNA amplification and variant detection Genomic DNA was sheared into fragments ranging from 200-300 bp using a Bioruptor ultrasonicator (Diagenode, Seraing, Belgium). A custom capture array (NimbleGen SeqCap®, Roche) was designed and used to capture all coding exons, splice sites, and the flanking intron sequences of THSD4 gene (NM_024817) and 23 other genes already known to be associated with Marfan syndrome and associated disease and heritable thoracic aneurysm and dissections. Amplification, sequencing, and variant annotation were performed as previously described. 8,11,15 All variants of interest were systematically confirmed by bidirectional Sanger sequencing primers (in Supplementary table S1).

Additional details concerning materials and methods are found in the Supplementary Information.

RESULTS

Next-generation sequencing allowed the identification of TAAD-associated genetic variants

To identify the genetic causes of TAAD in a French cohort, we performed sequencing of 1114 unrelated patients with a clinical spectrum ranging from syndromic to nonsyndromic TAAD. We also analyzed exome sequencing data from 35 French hTAAD families, investigating novel or rare variants (minor allele frequency [MAF] <0.1% in non-Finnish European populations, according to gnomAD). Overall, we found a likely pathogenic variant (class 4 and 5 according to American College of Medical Genetics and Genomics-Association for Molecular Pathology [ACMG-AMP] recommendation) in ~30% of the cases, a class 3 variant (VUS) in ~5% of the cases, and in ~65% of the cases, no interesting potential pathogenic variant was identified in previously identified genes. In the context of identifying new genes associated to TAAD, we pinpointed 22 variants in a new candidate gene, THSD4, that encodes ADAMTSL6, an ECM protein known to promote fibrillin-1 matrix assembly (Fig. 1a, Table 1, and Supplementary table S2). THSD4 is composed of 17 coding exons, with two transcript variants encoding two isoforms of 1018 and 658 amino acids, respectively (Fig. 1b). Five of the 22 variants were found in probands for whom family members were available for segregation analysis (Fig. 1a and Table 1) and thus were further investigated.

Two heterozygous variants were found in two probands. Both variants resulted in a premature termination codon (PTC) and have not been previously reported in population databases. The male proband (II.6) of the first family (TAA-1889; Fig. 1a and Table 1) suffered from type A aortic dissection at the age of 43. The aortic diameter prior to dissection was unknown. He exhibited a mild pectus excavatum, dolichostenomelia, and a high-arched palate. He was not known to have arterial hypertension. He carried the c.740del variant, a deletion of one of the three consecutive thymines at position 738, leading to the p.(Leu247*) PTC variant. His mother (I.2), operated on for ascending aortic dissection at the age of 75 years (aortic diameter unknown), also carried the variant. The proband's two sons (III.5 and III.6), aged 24 and 25 years, respectively, did not present dilated aortas upon echocardiography and did not carry the variant. Finally, the proband's brother (II.2; 61 years) did not carry the variant, and had a normal aortic root diameter but mild dilation of the ascending tubular aorta, with a history of arterial hypertension.

The second PTC variant was found in a family (TAA-1839; Fig. 1a and Table 1). The molecular event is a singlenucleotide deletion in a three-guanine repeat at position 1400 (c.1402del) that leads to a PTC (p.[Ala468Glnfs*45]). The variant was identified in the female proband (II.2) and her daughter (III.3). Both displayed dilation of the ascending aorta, with diameters of 42 mm at the aortic root and 47 mm at ascending aorta for the mother and 28 mm at the aortic root and 32 mm at the ascending aorta for the daughter. The proband's sister (II.3) (aortic root: 33 mm, ascending aorta: 36 mm) also carried the variant. The proband's mother (I.2) had a normal aortic root diameter (37 mm) at the age of 75 years, and did not carry the variant. The proband inherited the variant from her father (I.1), for whom there is no evidence of the disease, and can constitute a case of incomplete penetrance, especially because exome sequencing performed in this family did not allow identification of any other possible gene variant linked to the disease. Furthermore, a 9-bp in-phase duplication that has not been previously reported in population databases was identified in a third family (TAA-1850; Fig. 1a, Table 1). The c.137_145dup duplication is expected to lead to p. (Asp46_Gly48dup). Aortic root dilation (48 mm) was discovered in the proband (II.3) after myocardial infarction at the age of 39 years. He suffered from high blood pressure and hypercholesterolemia, and was an active smoker. He has three children (III.1, III.2, and III.3) without aortic dilation and who did not carry the duplication. His brother (II.4), who carried the duplication, was operated on for aortic dissection at the age of 42 years, and dilation of the ascending aorta was present prior to dissection. Finally, the proband's father (I.1), who carried the duplication, was operated on for aortic dilation of the ascending aorta and abdominal aorta at the age of 68 years.

Two heterozygous missense variants were identified in the series of unrelated probands tested: substitutions in exon 5 (c.961T>A; p.[Tyr321Asn]) and in exon 13 (c.2341C>T; p.

[Arg781Trp]). The tyrosine substitution was found in a female proband who underwent Bentall surgery for aortic regurgitation at the age of 61 years. Her daughter was the only other family member available for study. The daughter had an aortic root diameter of 30 mm and ascending aorta diameter of 29 mm at the age of 25 years, and carried the variant. This variant has not been previously reported in population databases. It was predicted by PolyPhen-2 to be probably damaging, by SIFT to be deleterious, and by the CADD algorithm to be among the top 1% of the most deleterious substitutions possible in the human genome (score of 29.1). The p.(Arg781Trp) variant was found in a proband who had elective surgery for an aortic root diameter of 50 mm at 57 years old. His brother, who does not carry the variant, is alive at the age of 84 years, with no evidence of a thoracic aortic disease. This variant is rare with a reported frequency of 0.000035 in gnomAD European non-Finnish database (rs767807136). It was predicted to be probably damaging by PolyPhen-2, to be deleterious by SIFT, and to have a CADD score of 21.0, indicating that it is in the top 1% of most deleterious substitutions possible in the human genome.

We selected a sixth variant from among 17 other rare variants (frequency <0.1% in the gnomAD European non-Finnish database) identified by sequencing the THSD4 gene in the unrelated probands with TAAD (Supplementary table S2). This variant, p.(Gly753Asp) (c.2258G>A), was found in three unrelated TAAD probands. Although this variant was also found in gnomAD controls, its frequency is low (0.00035 [45/ 128,528] in the gnomAD European Non-Finnish database). Furthermore, it affects a CpG doublet, which is known to be highly mutable. We therefore hypothesized that this could represent either a founder pathogenic variant or a variant hotspot for this disease and we included this variant in our functional studies. The locations of these six variants with respect to the gene and the protein are shown in Fig. 1b. It should be noted that three of the variants affect both the type 1 and type 2 isoforms of ADAMTSL6. PTC and missense variants in THSD4 lead to haploinsufficiency or impaired assembly of fibrillin-1 microfibrils

We next sought to investigate the functional effect of the DNA variants identified as described above. For the PTC variants, THSD4 messenger RNA (mRNA) expression was tested in cultured skin fibroblasts from four patients with and without emetine, which prevents nonsense-mediated mRNA decay (NMD). Basal expression varied greatly between individuals, even between patients carrying the same THSD4 variation, and this effect was not related to age (Fig. 2a).

THSD4 expression was significantly increased in the presence of emetine, demonstrating NMD both for the p.(Leu247*) variant in patient (II.6) from the TAA-1889 family and the p. (Ala468Glnfs*45) variant in patients (III.3, II.2, and I.1) from the TAA-1839 family (Fig. 2a). Thus, the functional effects of these PTC variants could be explained by haploinsufficiency. However, to determine the effects of the three THSD4 missense variants, MG-63 cells were transiently transfected with wild-type (WT) or mutated constructs, knowing that ADAMTSL6 is an ECM protein that promotes fibrillin-1 microfibrils assembly in those cells. When cells were transfected with the WT construct, an extensive and wellorganized fibrillin-1-positive microfibril array formed in five days compared with empty vector (Fig. 2b,c). In contrast, cells transfected with the THSD4-Arg781Trp or THSD4-Tyr321Asn constructs exhibited very few fibrillin-1-positive microfibrils (Fig. 2d,e). In cells transfected with the THSD4-Gly753Asp construct, few islands of fibrillin-1-positive microfibrils were found; but in general, only punctate nonorganized structures were observed (Fig. 2f). Semiquantitative analysis of the images obtained from the immunocytochemistry analysis showed that there was a significant decrease in the signal obtained with the THSD4-Arg781Trp and THSD4-Tyr321Asn constructs compared with WT (Fig. 2g), which confirmed the qualitative observations. Cells transfected with the THSD4-Gly753Asp construct exhibited a strong cell staining of fibrillin-1 compared with WT. Taken together, these findings suggest that missense variants in THSD4 lead to impaired assembly of fibrillin-1 microfibrils (Fig. 2, Supplementary Fig. S1).

THSD4 variant is associated with disorganization of the aortic media

The human aortic pathology associated with THSD4 pathogenic variants was assessed using the only available patient's aortic tissue, i.e., from the 48-year-old female proband carrying the THSD4 p.(Ala468Glnfs*45) PTC variant. Aortic tissue from a female patient carrying the p.(Cys2307Arg) variant in the FBN1 gene, one of the major genes in hTAAD, was used as reference for the aortic histology of hTAAD and compared with normal ascending aorta tissue from a healthy control. Pathology typical of thoracic aortic disease was found in both patients, including disorganization of the media with fragmentation and disarray of elastic fibers, accumulation of proteoglycans, and areas of medial degeneration along with SMC rarefaction (Fig. 3a-c). TGFβ1 enrichment was observed, particularly around microvessels, compared with normal aorta (Fig. 3d), highlighting the angiogenic process associated with TAAD. 22 Aneurysmal tissues showed an increase in nuclear phosphorylated SMAD2/3 levels in the most affected part of the medial layer that did not colocalize with TGFβ1 (Fig. 3e), as previously reported. 23 Fibrillin-1 was almost undetectable in healthy aortic tissue (Fig. 3f), presumably because of poor immunoavailability due to its tight incorporation within hydrophobic elastic fibers. 24,25 It was organized in aggregates that accumulated parallel to elastic fibers and exhibited a pericellular signal in aortic tissue from variants carriers (Fig. 3f). In agreement with previous results, 26 fibronectin seemed to be more abundant in aneurysmal tissues compared with healthy aorta (Fig. 3g).

Aortic sections from the FBN1 p.(Cys2307Arg) and THSD4 p. (Ala468Glnfs*45) carriers showed condensed pericellular fibronectin aggregated around SMCs (Fig. 3g). These findings showed medial degeneration with diffuse disruption of ECM and activation of TGF-β pathway associated with the THSD4 PTC variant.

Thsd4 +/-mice present progressive thoracic aortic dilation

To confirm observations found in human aortas and to identify the role of ADAMTSL6 encoded by THSD4 in aortic dilation, a mouse model was generated. Thsd4 +/-mice had a normal lifespan. Vascular echography analysis was performed to assess thoracic aortic diameters in WT and Thsd4 +/-mice at different ages (3-12 months). We observed a significant increase in aortic diameter in the Thsd4 +/-mice (P < 1.10 -4 at 6, 8, and 12 months) compared with WT (Fig. 4a). The aortic diameters significantly increased with time (sinus of Valsalva P < 1.10 -4 ; ascending aorta P < 1.10 -4 ; arch P < 1.10 -3 ; descending aorta P < 1.10 -2 ) in both WT and Thsd4 +/-mice (Fig. 4b). A statistically significant interaction between genotype and time was observed at the sinus of Valsalva (P = 0.01), arch (P = 0.02), and descending aorta (P < 1.10 -3 ). This interaction demonstrated that aortic diameter in Thsd4 +/-mice increased more with time than in WT mice.

To test whether there are differences between aortic tissue from WT and Thsd4 +/-mice, we performed histochemical analysis. Young Thsd4 +/-mice (0-5 months) do not seem to have a defect in elastic fiber formation. The aortas of Thsd4 +/- mice at 6 and 9 months showed patchy accumulation of Alcian Blue-positive areas, revealing the presence of proteoglycans, unlike those of a 6-month-old WT mouse (Fig. 4c). This observation was confirmed by a more pronounced disorganization of autofluorescent elastin in Thsd4 +/-compared with WT mice (Fig. 4d). The nuclei of Thsd4 +/-mice exhibited a more significant degree of DNA degradation compared with WT mice at 6 months of age, as indicated by the ratio of TUNEL-positive to Dapi-positive nuclei (Fig. 4e). Interestingly, visualization of nuclei in the same area of an aorta tissue sample taken from a 9-month-old Thsd4 +/- mouse by three different methods, revealed that, while some nuclei were predominantly positive for hematoxylin staining (tinctorial), they were negative for Dapi staining (double strand DNA marker) but positive for TUNEL staining (degraded DNA marker) (Fig. 4f). This suggests that there is a decrease in the number of SMC nuclei present in the 9month-old Thsd4 +/-mouse, implying a loss of SMC tissue in the Thsd4 +/-mice as they age. Therefore, accumulation of proteoglycans with disorganization of elastic fibers in the ECM along with SMC alteration were observed in the Thsd4 +/-mice, and could explain the aortic dilation observed in these mice as they age compared with WT.

DISCUSSION

In this study, we identified loss-of-function pathogenic variants in the THSD4 gene encoding ADAMTSL6 as a novel mechanism underlying inherited thoracic aortic aneurysm in humans. THSD4 encodes ADAMTSL6, a microfibrilassociated protein known to bind directly to fibrillin-1 and to promote fibrillin-1 matrix assembly. 16 We showed that PTC and missense variants in THSD4 lead to haploinsufficiency of ADAMTSL6 and/or impaired assembly of fibrillin-1 microfibrils. Furthermore, the observed correlation of these variants with the disease in patients was confirmed by a Thsd4 +/-mouse model that showed progressive aortic dilation at the level of the thoracic aorta that increased significantly over time compared with control mice. All these data in patients and mice support that THSD4 is a novel protagonist in the pathophysiology of hTAAD and confirm the role of ADAMTSL6 in microfibril formation and homeostasis. 16 ADAMTSL6 is one of the ADAMTSL proteins, a subgroup of the ADAMTS superfamily. 16 ADAMTS-1, ADAMTS-4, and ADAMTS-5 are proteoglycanases that cleave large hyaluronan-binding proteoglycans in the vasculature. 27,28 Pathogenic variants in ADAMTSL proteins have been implicated in two human genetic diseases: bone geleophysic dysplasia for ADAMTSL2 29 and autosomal recessive familial ectopia lentis for ADAMTSL4. 30 No ADAMTS/L variants have previously been associated with thoracic aortic disease in humans except a single recent report 31 of a patient with geleophysic dysplasia carrying a pathogenic variant in ADAMTSL2. 29 At 48 years of age, this is the oldest patient ever reported presenting with the disease. Interestingly, along with typical skeletal features, the patient displayed a severely regurgitant aortic valve that was surgically replaced, with a dilation of the ascending aorta and the main pulmonary artery. Since the mean life expectancy for these patients is in the third decade, it is possible that the aortic pathology of this autosomal recessive form of the disease appears only at midlife and thus had never been observed before this case. In keeping with this hypothesis, all of the probands carrying THSD4 variants assessed in this study were diagnosed with TAAD in midlife. Therefore, pathogenic variants in these two genes can be associated with a later onset TAAD.

Even though the exact function of ADAMTSL2 remains incompletely elucidated, it is known to interact directly with the C-terminal and the N-terminal half of fibrillin-1 32 and to partner with TGFβ binding protein 1. 17,29,33-35 In human as well as in mouse, ADAMTSL6 is known to promote microfibril assembly and in mouse it binds to the Nterminal half of fibrillin-1. 16,36 This could confirm that ADAMTSL2 and ADAMTSL6 play physiological roles in the development and maintenance of the aortic ECM as well as pathological processes, like fibrillin-1 and TGFβ signaling, also known to be altered in hTAAD. 31,37,38 Indeed, histological analysis of mouse and human aortic tissues showed that THSD4 variants led to the same medial degeneration as observed with pathogenic variants within the FBN1 gene as well as in several genes encoding proteins of TGFβ metabolism and signaling pathway. 16,36 Furthermore, pericellular fibronectin aggregated around SMCs was also observed. Fibronectin acts not only as a general orchestrator of matrix assembly, but is also a matrix stabilizer since it is essential for maintenance of cell-matrix adhesion sites. 32 Fibronectin fibrillogenesis is typically pericellular, involves interactions with the cell surface and clustering of α5β1 integrins, and has been shown to be a prerequisite of microfibril formation, 39 interacting with the C-terminus of fibrillin-1. 40 In keeping with these data, it could be speculated that haploinsufficiency for ADAMTSL6 in the aortic wall alters microfibrillar homeostasis, triggering a healing process that initiates through fibronectin production and fibrillogenesis but that is stalled at the stage of pericellular fibrillin-1-rich microfibril assembly. Therefore, the signals of altered homeostasis are maintained and could explain the abundance of pericellular fibronectin observed in the aortic tissue obtained from the Fibroblasts from individual I.2 from family TAA-1839 were used as the control. Fibroblasts were grown with or without emetine (an inhibitor of the NMD pathway). Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) was performed to evaluate the basal level of expression of THSD4 in those conditions. RT-qPCR data are presented as means ± standard error of the mean (n = 6 for variant carriers, n = 3 for control, experiment repeated on two independent cell cultures). Statistical differences were analyzed using a two-tailed Mann-Whitney test (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). (b-f) Immunocytochemistry of fibrillin-1 (red) was performed in MG-63 cells transfected with empty vector (b) or vectors encoding wild-type (WT) ADAMTSL6 (c) or the different mutated forms (p.[Arg781Trp] [d], p.[Tyr321Asn] [e] and p.(Gly753Asp) [f]) 5 days after plating. Images are representative of three independent experiments. Scale bar for (a-e), 20 µm. (g) A semiquantitative assay was performed using fibrillin-1 staining normalized to the nuclear surface, in images obtained from the immunocytochemistry analysis 5 days after plating. Results are expressed as means of normalized fibrillin-1 staining ± standard error of the mean of 25 images per condition (WT was analyzed in duplicate). The dashed line indicates the mean level of fibrillin-1 staining normalized to surface of nuclei, obtained with empty vector. Statistical differences were analyzed using a two-tailed Mann-Whitney test (*P < 0.05; ***P < 0.001). The presence in the same location of microfibrils could also reveal a role of ADAMTSL6 in promoting higher level organization of the microfibrillar network. Thus, Thsd4 haploinsufficiency may lead to improper orchestration and orientation of microfibril assembly. Further studies are needed to test this hypothesis and notably a possible interaction of ADAMTSL6 and fibronectin.

Another typical aspect of TAAD aortic pathology observed in a patient's samples was the presence of TGFβ in the media and the presence of pSmad2/3 in SMC nuclei. Adamtsl6 directly binds TGFβ, and administration of Adamtsl6 suppresses nuclear localization of pSmad2/3 in transgenic Fbn1 mgR/mgR mice. 36 Therefore, the higher TGFβ signal observed for the THSD4 variant carrier may be related to the lack of available ADAMTSL6 in the aortic wall.

Our findings confirm that increased expression of THSD4 promotes the assembly of fibrillin-1 microfibrils and show that missense variants lead to their impaired assembly. This observation is in accordance with previous results showing that fibrillin-1 matrix assembly was promoted in the early but not the late stage of the assembly process when cells were transfected or exogenously supplemented with ADAMTSL6. 16 It has also been shown that expression of Adamtsl6 rescues microfibril disorder after periodontal ligament injury in a MFS mouse model. 36 Thus, ADAMTSL6 might constitute a new therapeutic target in TAAD, a group of diseases that still lacks targeted treatment other than appropriate prevention of its life-threatening complications.

Despite the limitations of this study, such as small TAA pedigrees of a complex inherited disorder known for its multifactorial genetic and environmental risk factors, the availability of just one sample for histological studies in human, and the analysis of only male heterozygous deficient mice, our work reveals that heterozygous variants in THSD4, encoding ADAMTSL6, play a role in thoracic aortic disease in human. The observed/expected (o/e) score of THSD4, which is the recommended indicator of loss-of-function intolerance in gnomAD, is 0.39 (confidence interval [CI]: 0.28-0.57), indicating that this gene could play a role in human disease.

On the other hand, through the study of 1114 probands and 35 families with a clinical spectrum ranging from syndromic to nonsyndromic TAAD from a French cohort, we found ~35% of class 4/5 and class 3 variants. This is higher than the 28% previously reported in a French nonsyndromic heritable TAAD cohort 15 but can be explained by the presence in our study of syndromic patients. Furthermore, despite the tremendous development in sequencing techniques, ~65% of the cases remain negative in our collection and that of others. 6 Therefore, these negative cases constitute a groundwork for other research projects aiming to identify novel genes in hTAAD, of which few are currently under consideration and could be validated in the future.

In conclusion, our findings suggest that pathogenic variants in THSD4 lead to inherited TAAD. This contributes to a better understanding of the pathophysiology of the disease, its genetic diagnosis, prevention, and eventually its treatment.

Fig. 4 Thsd4 deficiency induces aortic dilation. Vascular echography analysis was performed to assess thoracic aortic diameters in wild-type (WT) and Thsd4 +/-mice at different ages (3,6,8, and 12 months) and aortic sites (sinus of Valsalva, ascending aorta, arch, and descending aorta). (a) Aortic diameters at different sites are presented in WT and Thsd4 +/-mice at 8 and 12 months. A significant increase in aortic diameter in the Thsd4 +/-mice (P < 1.10 -4 at 6, 8, and 12 months) was observed compared with WT. (b) Aortic diameters at different ages are presented in WT and Thsd4 +/-mice at Valsalva and descending aorta sites. The aortic diameters significantly increased with time (sinus of Valsalva P < 1.10 -4 ; ascending aorta P < 1.10 -4 ; arch P < 1.10 -3 ; descending aorta P < 1.10 -2 ) in both WT and Thsd4 +/-mice. A statistically significant interaction between genotype and time was observed at the sinus of Valsalva (P = 0.01), arch (P = 0.02), and descending aorta (P < 1.10 -3 ), which shows that aortic diameter in Thsd4 +/-mice increased more with time than in WT mice. n = 7-17 mice in each age group for each anatomical site. Black lines represent the mean ± standard error of the mean. Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA). (c, d) Histological analysis revealed that the aortas of Thsd4 +/-mice at 6 and 9 months showed a patchy accumulation of Alcian Blue-positive areas, along with a more pronounced disorganization of autofluorescent elastin and alteration of extracellular matrix (ECM) compared with a 6-month-old WT mouse. Scale bars, 50 µm (c), 30 µm (d). (e) Nuclei from Thsd4 +/-mice showed an increased relative ratio of TUNEL-positive to DAPIpositive nuclei, highlighting the increased degradation of DNA in Thsd4 +/-mice compared with WT mice at the same age. Scale bar, 20 µm. (f) Comparison of three methods of nuclear visualization in the same aortic region in a 9-month-old Thsd4 +/-mouse indicated the presence of hematoxylin-positive nuclei (tinctorial staining), whereas most of the nuclei were DAPI-negative (double strand DNA marker) and TUNEL-positive (degraded DNA marker), highlighting the degradation of smooth muscle cell nuclei over time in Thsd4 +/-mice. Scale bar, 20 µm. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International License, which permits any non-commercial use, sharing, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, and provide a link to the Creative Commons license. You do not have permission under this license to share adapted material derived from this article or parts of it. The images or other third party material in this article are included in the article's Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included in the article's Creative Commons license and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/.
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 1 Figure 1 : Histologie de la paroi artérielle (Atherosclerosis (bu.edu))
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 2 Figure 2 : Modèle de diversité phénotypique des cellules musculaires lisses dans l'intima au cours du développement de l'athérosclérose.Chez l'homme, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de la media migrent vers l'intima. Ce phénomène commence in utéro dans les artères sujettes à l'athérosclérose. Il s'agit de la prolifération intimale ou « Diffuse intimal proliferation » (DIT). Les CMLV de l'intima peuvent internaliser les lipides retenus au niveau de la paroi artérielle pour devenir des cellules spumeuses ce qui, selon des données in vitro, entraîne une perte des marqueurs des CMLV et l'expression de marqueurs des macrophages. En outre, les CMLV peuvent se dédifférencier et exprimer des marqueurs de macrophages sous l'influence de facteurs et de régulateurs épigénétiques dont le PDGF-BB et le KLF4. Les CMLV de la chape fibreuse qui recouvre le noyau nécrotique ont un phénotype plus différencié. SMC : smooth muscle cells ou cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV)

  ) (Stary et al. 1995; Michel and Ho-Tin-Noé 2017). Cette étape débute tôt dans la vie et des stries lipidiques peuvent être retrouvées chez des enfants de bas âge (Stary et al. 1995). Au niveau de l'intima, les LDL sont protégées de l'effet des antioxydants plasmatiques et subissent donc une oxydation, une agrégation et d'autres modifications qui les rendent pro-inflammatoires et immunogènes (Libby et al. 2019). Les monocytes circulants caractérisés par des fonctions proinflammatoires vont se lier aux molécules d'adhésion exprimées par les cellules endothéliales activées. Des chimiokines produites par les cellules endothéliales et les CMLV après stimulation par des stimuli inflammatoires (tels que les cytokines, et les LDL oxydées in vitro) favorisent la migration et l'adhésion des monocytes à la paroi artérielle. Ces derniers vont se transformer en macrophages exprimant des récepteurs scavengers. Au niveau de l'intima, ces macrophages vont endocyter les LDL modifiées et se transformer en cellules spumeuses. Les lymphocytes T, bien que moins abondants que les monocytes, pénètrent aussi dans la paroi artérielle où ils régulent la fonction des cellules immunitaires innées, des cellules endothéliales et des CMLV. Cette étape s'accompagne de la migration des CMLV de la media vers l'intima et leur prolifération. Cette prolifération intimale des CMLV marque la 1 ère lésion lipidique spécifique à la progression de l'athérome chez l'homme. Au niveau de l'intima, les CMLV vont participer à la synthèse de la matrice extracellulaire qui représente un constituant majeur de la plaque d'athérome (comme le collagène, l'élastine, les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes qui participent à l'épaississement de la couche intimale) (Basatemur et al. 2019).

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Aspects macroscopiques de l'aorte humaine à différents stades de l'athérosclérose (aorte saine, stries lipidiques et lésion fibro-lipidique)

Figure 4 :

 4 Figure 4 : Les cellules musculaires lisses vasculaires à différents stades de l'athérosclérose.
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  Brown et al au cours de leur étude sur le rôle des particules LDL dans la formation des cellules spumeuses dans l'athérosclérose. Ils ont découvert que les macrophages présentent à leur surface des sites de liaison haute affinité capables de reconnaitre les particules LDL modifiées et chargées négativement ce qui résulte en leur internalisation et leur accumulation dans les cellules qui deviennent surchargées en lipides (J. L. Goldstein et al. 1979 ; Brown et al. 1980). Depuis, plusieurs SR ont été identifiés et classifiés en 10 classes différentes en fonction de leur structure primaire (PrabhuDas et al. 2017). Les SR sont exprimés par des cellules impliquées dans le métabolisme du cholestérol tels que les hépatocytes mais aussi par de nombreuses cellules immunitaires et vasculaires y compris les cellules endothéliales et les CMLV dans des conditions aussi bien physiologiques que pathologiques telle que l'athérosclérose (Mineo 2020). Les SR ont également été associés à d'autres pathologies comme les cancers (Bächli et al. 2006), les maladies dégénératives du système nerveux central (Wilkinson and El Khoury 2012) et certains états inflammatoires systémiques (Leelahavanichkul et al. 2012). En interagissant avec les lipoprotéines natives ou modifiées telles que les LDL oxydées, ces récepteurs pourraient moduler l'inflammation vasculaire, l'accumulation de lipides et la formation de la plaque d'athérome (Mineo 2020).
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 55 Figure 5 : Représentation schématique de la structure de LOX-1. (Pirillo, Norata, and Catapano 2013)

Figure 6 :

 6 Figure 6 : Mécanismes proposés pour la biologie de LOX-1 dans l'athérogenèse et ses complications.L'activation de LOX-1 par les LDL oxydées et d'autres stimuli entraîne une cascade de voies de signalisation intracellulaires qui conduisent à la formation de cellules spumeuses, à la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (SMC), à l'activation des plaquettes, à la génération d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) et à la dégradation du collagène, autant d'étapes clés de l'athérogenèse. ↑ = augmentation ; ↓ = diminution ; AGE = produit final de glycation avancée ;Ang II = angiotensine II ; ICAM = molécule d'adhésion intercellulaire ; MAPK = protéine kinase activée par les mitogènes ; MCP = protéine chimioattractante monocytaire ; MMP = métalloprotéinase matricielle ; NF-κB = facteur nucléaire-kappa B ; NO = monoxyde d'azote ; PKC = protéine kinase C ; TGF = facteur de croissance tumorale ; VCAM = molécule d'adhésion des cellules vasculaires.[START_REF] Pothineni | LOX-1 in Atherosclerosis and Myocardial Ischemia: Biology, Genetics, and Modulation[END_REF] 
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 7 Figure 7 : Structure et différents domaines du récepteur CD36. TSR : Thrombospondin repeats

  d'anévrysmes.[START_REF] Mineo | Lipoprotein receptor signalling in atherosclerosis[END_REF]) Les travaux ont démontré que les souris smLRP1 -/-présentaient une dilatation exagérée au niveau des aortes dues à une perturbation de l'élasticité de la paroi vasculaire. En effet, la perturbation de la fonction contractile des CMLV et l'acquisition d'un phénotype synthétique par ces cellules sont des facteurs de prédisposition aux anévrysmes de l'aorte[START_REF] Mineo | Lipoprotein receptor signalling in atherosclerosis[END_REF]. Les analyses histologiques de la paroi des vaisseaux aortiques des souris smLRP1 -/-ont démontré que les CMLV de ces souris présentent un phénotype plutôt synthétique par rapport aux souris témoins[START_REF] Muratoglu | LRP1 Protects the Vasculature by Regulating Levels of Connective Tissue Growth Factor and HtrA1[END_REF]). Toutefois, les effets observés n'ont pas été attribués à une activation excessive de la voie de signalisation PDGF[START_REF] Muratoglu | LRP1 Protects the Vasculature by Regulating Levels of Connective Tissue Growth Factor and HtrA1[END_REF]). Les études ont suggéré que les perturbations observées au niveau de la lame élastique des vaisseaux aortiques des souris smLRP1 -/-seraient dues à une surexpression de plusieurs protéases tels que le « high-temperature requirement factor A1 (HtrA1) » et les métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 dans la paroi aortique. La dégradation de la matrice extracellulaire par ces protéases pourrait alors contribuer à la formation d'anévrysmes dans ce modèle de souris (Mineo 2020). D'autre part, ces perturbations de la paroi pourraient être dues à un dépôt accru de matrice extracellulaire dans la paroi vasculaire des souris smLRP1 -/-en raison de l'accumulation excessive du facteur de croissance du tissu conjonctif, qui est une protéine matricielle sécrétée et un médiateur principal de fibrose jouant un rôle important dans le développement vasculaire (Mineo 2020). L'ensemble de ces études, soulignent l'importance du rôle protecteur joué par LRP1 dans le maintien de l'homéostasie vasculaire en régulant l'activité des protéases et les voies impliquées dans le dépôt de la matrice extracellulaire. Une étude réalisée chez 12 patients atteints d'anévrysme de l'aorte abdominale a démontré une diminution de l'expression de LRP1 dans la paroi aortique de ces patients par rapports à des patients témoins ce qui suggère qu'une diminution de l'expression de LRP1 pourrait être associée à la progression de l'anévrysme chez l'homme[START_REF] Chan | A Pilot Study on Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein-1 in Chinese Patients with Abdominal Aortic Aneurysm[END_REF]). D'autres travaux portant sur le rôle de LRP1 dans les macrophages ont également démontré un effet protecteur contre l'inflammation et le développement de l'athérosclérose[START_REF] Mineo | Lipoprotein receptor signalling in atherosclerosis[END_REF]).

Figure 9 :

 9 Figure 9 : Voies principales du métabolisme du cholestérol dans une cellule polarisée.Le cholestérol est synthétisé à partir de l'acétyl-CoA par une série de ~30 réactions dont les enzymes limitant la vitesse sont la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMGCR) et la squalène monooxygénase (SM) (surlignées en rouge). Outre la biosynthèse de novo, le cholestérol transporté par les particules de LDL dans le sang peut être absorbé par le récepteur des LDL à la surface basale des cellules polarisées (comme les entérocytes ou les hépatocytes). Le cholestérol libre peut également être absorbé à partir de sources alimentaires par les entérocytes dans l'intestin et à partir de la bile dans les canaux biliaires par les hépatocytes dans le foie. Cette absorption est médiée par Niemann-Pick type C1-like 1 (NPC1L1) sur la surface apicale de ces cellules. L'excès de cholestérol est exporté vers le sang par les transporteurs ABCA1 et ABCG1, ou vers la lumière intestinale et les canaux biliaires par l'hétérodimère ABCG5 et ABCG8. Le cholestérol peut également être converti en ester de cholestérol (CE) par l'acyl coenzyme A : cholestérol acyltransférase (ACAT) pour être stocké dans des gouttelettes lipidiques ou pour être sécrété sous forme de lipoprotéines.CoA, coenzyme A; PP, pyrophosphate[START_REF] Luo | Mechanisms and Regulation of Cholesterol Homeostasis[END_REF] 
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 10113311 Figure 10 : Métabolisme endogène du cholestérol et des lipoprotéines.Plusieurs apolipoprotéines sont produites par le foie dans le réticulum endoplasmique rugueux. L'apoE, l'apoB100, l'apoC sont ensuite associées à des triglycérides et des esters de cholestérol pour former des particules VLDL. Les particules VLDL naissantes sont sécrétées par le foie via les vésicules de Golgi. Une fois dans la circulation, les particules VLDL peuvent acquérir davantage de molécules d'apoE et d'apoC des particules HDL. Dans les vaisseaux des tissus périphériques, les VLDL sont hydrolysées et converties en remnants de VLDL/IDL par la lipoprotéine lipase (LPL) située sur l'endothélium capillaire. L'apoE, en tant que cofacteur de l'apoCIII, inhibe la LPL. Les particules VLDL sont également converties en LDL par la perte de triglycérides et d'apoE. Les apolipoprotéines se lient avec une grande affinité aux récepteurs des lipoprotéines à la surface des cellules, notamment le LDLR, les récepteurs de la famille des LRP, le récepteur aux VLDL (VLDLR), et le récepteur-2 de l'apoE. L'apoE se lie également aux HSPG présents à la surface cellulaire, ce qui facilite l'interaction avec les LRP et éventuellement d'autres récepteurs.Apo : apolipoprotéine ; VLDL : lipoprotéine de très faible densité ; HDL : lipoprotéine de haute densité ; IDL : lipoprotéine de densité intermédiaire ; LDL : lipoprotéine de faible densité ; RER : Réticulum endoplasmique rugueux ; HL : lipase hépatique ; HSPG : protéoglycane héparane sulfate.[START_REF] Khalil | APOE Gene Variants in Primary Dyslipidemia[END_REF] 

Figure 11 :

 11 Figure 11 : Synthèse des HDL et leur rôle dans le métabolisme lipidique.(Ben-Aicha,[START_REF] Ben-Aicha | Advances in HDL: Much More than Lipid Transporters[END_REF] 

Figure 12 :

 12 Figure 12 : Xanthomes tendineux des mains et du tendon d'Achille chez des patients atteints d'hypercholestérolémie autosomique dominante à l'état hétérozygote.L'étendue des xanthomes (indiqués par des flèches) peut aller de sévère (partie a) à légère (partie b) et palpable mais non visible (non montré). Les xanthomes sur le tendon d'Achille peuvent être très évidents (partie c) ou se présenter comme un élargissement général du tendon dans son ensemble (partie d).
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  le domaine de liaison aux chaines glucidiques, le domaine transmembranaire et le domaine cytosolique C-terminal (Figure 13) (Galicia-Garcia et al. 2020).

Figure 13 :

 13 Figure 13 : Structure du récepteur des LDL (modifié).
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 16 Figure 16 : La distribution des variants APOE dans la protéine apoE. DH : Hypercholestérolémie autosomique dominante ; FCHL : Hyperlipidémie familiale combinée ; FD : Dysbêtalipoprotéinémie familiale ; HTG : Hypertriglycéridémie ; LPG : Glomérulopathie lipoprotéique.
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 2 Fig. 2. Distribution of the APOE gene variants in the apoE protein.
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  Kexin 9 ») est le 3 ème gène impliqué dans l'ADH. Il code le neuvième membre de la sous-famille des proprotéines convertases et était anciennement désigné NARC1 (« Neural Apoptosis Regulated Convertase 1 ») (Seidah et al. 2003). Il est localisé sur le bras court du chromosome 1 en position 1p34.1-p32. Des familles françaises dont certains membres sont atteints d'ADH sans mutations dans les gènes LDLR et APOB, recrutées grâce au Réseau national de recherche sur les hypercholestérolémies familiales regroupant 13 centres sur le territoire français, ont permis d'identifier ce gène. Des études génétiques intensives de ces familles par une approche d'analyse de liaison et de clonage positionnel ainsi que le séquençage de nombreux gènes candidats de cette région génétique exprimés dans le foie, ont permis la détection, en 2002, de mutations dans le gène PCSK9 (Abifadel et al. 2003). 1.5.2.4.2 Structure et synthèse Le gène PCSK9 (NM_174936.2) est formé de 3617 paires de bases couvrant 12 exons et codant une protéine de 692 acides aminés (NP_777596.2) (Abifadel et al. 2014). PCSK9 est exprimé essentiellement dans le foie, l'intestin, les reins et le système nerveux central (Abifadel et al. 2014). PCSK9 est synthétisée sous forme d'une pro-enzyme inactive ayant un poids moléculaire de 75 KDa. La protéine pro-PCSK9 est constituée d'un peptide signal, un prodomaine et un domaine catalytique suivi de la région C-terminale. Une fois synthétisée, la PCSK9 inactive subit un clivage auto-catalytique dans le réticulum endoplasmique pour donner la PCSK9 active d'environ 60 KDa. Cette étape de clivage est indispensable au transfert de la protéine active au-delà du RE et à sa sécrétion. La forme mature sécrétée de PCSK9 reste associée au prodomaine clivé (ayant une taille de ~14 KDa) qui vient couvrir le site catalytique de la protéine active (Essalmani et al. 2011). Dans la circulation, la forme active de PCSK9 est inactivée par clivage sous l'action de la furine et/ou la proprotéine convertase PC5/6A au niveau du motif RFHR↓218 Il en résulte une forme inactive de PCSK9 d'environ 55 KDa et le détachement du prodomaine suite à un changement de la conformation de la protéine (Figure 17) (Benjannet et al. 2006). A part son action autocatalytique, on ne connaît pas d'autre substrat de PCSK9. Sa fonction de protéase n'est donc pas indispensable à son action sur la régulation de la dégradation du récepteur des LDL (McNutt, Lagace, and Horton 2007; J. Li et al. 2007). Environ 40% de la PCSK9 plasmatique circulante est associée aux particules LDL (Wierød et al. 2016).

Figure 17 :

 17 Figure 17 : Structure, modifications post traductionnelles de PCSK9 et impact des principaux variants et mutations du gène PCSK9 sur le taux plasmatique de LDL-C. (Abifadel et al. 2014)

Figure 18 :

 18 Figure 18 : Impact de PCSK9 sur le récepteur des LDL et mécanisme d'action des inhibiteurs de PCSK9.
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 5 .2.4.6 Mutations En 2003, Abifadel et al ont identifié PCSK9 comme le 3 ème gène impliqué dans l'hypercholestérolémie familiale grâce à la découverte des premières mutations gain-defonction de ce gène. La 1 ère mutation, p.Ser127Arg, a été identifiée dans 2 grandes familles françaises, l'une de Nantes et l'autre de Dijon, dont plusieurs membres présentaient un taux anormalement élevé de LDL-C, des xanthomes tendineux, un infarctus du myocarde et des accidents vasculaires cérébraux (Figure 17) (Abifadel et al. 2003). Ces résultats suggèrent la possibilité de la présence d'un ancêtre commun pour les deux familles puisque la mutation ségrége avec le même haplotype dans les deux familles étudiées (Abifadel et al. 2003). Des études de cinétique in vivo des lipoprotéines contenant l'apoB chez des patients porteurs de la mutation p.Ser127Arg, des sujets contrôles et des sujets porteurs de mutations du gène LDLR ont montré que la mutation p.Ser127Arg de PCSK9 augmente de 3 fois la production de l'apoB par rapport aux sujets contrôles (El Khoury et al. 2017) et porteurs de mutations LDLR. Cette mutation conduit ainsi à une augmentation de la production de VLDL (2 fois), IDL (3 fois) et LDL (5 fois), mais aussi à une diminution du catabolisme des LDL (3 fois) (Ouguerram et al. 2004). Une deuxième mutation faux-sens, p.Phe216Leu, a été identifiée dans l'exon 4 du gène PCSK9 (Figure 17) dans une famille originaire de Lille et dont le proposant ayant une hypercholestérolémie est décédé à l'âge de 49 ans par un infarctus du myocarde (El Khoury et al. 2017). Une troisième mutation, p.Asp374Tyr, a été identifiée dans une famille à Utah en 2004 et est associée à un phénotype sévère (Timms et al. 2004). Cette mutation a été également PCSK9 ont été décrits dans la littérature. Ils présentent des taux extrêmement bas de LDL-C (< 15 mg/dL) et des taux indétectables de PCSK9 circulante. Les trois individus décrits sont en bonne santé et fertiles ce qui indique que l'absence de PCSK9 serait bénigne pour l'être humain. Ceci est en faveur de la sécurité de l'utilisation des inhibiteurs de PCSK9 dans le traitement de l'ADH et de l'hypercholestérolémie en général (J. Cohen et al. 2005; Zhao et al. 2006; Tsai et al. 2015). 1.6 Clinique de l'ADH Une relation génotype-phénotype est bien établie dans l'ADH (Defesche et al. 2017). Chez les individus porteurs d'une même mutation dans le même gène, le taux moyen de LDL-C varie généralement de façon prévisible. La comparaison des données cliniques et biochimiques de 1358 patients français atteints d'ADH a montré un gradient de gravité pour les mutations causales (Marduel et al. 2010). En effet, les mutations des gènes LDLR et PCSK9 étaient associées à des phénotypes comparables et plus sévères que ceux associés aux mutations du gène APOB et d'autres gènes (LDLR = PCSK9 > APOB > autres gènes) (Marduel et al. 2010).Le mode de transmission de l'ADH est dit codominant lorsqu'il s'agit de mutations du gène LDLR. En effet, un effet gène -dose a été décrit : les deux allèles éventuellement mutés sont exprimés et contribuent au phénotype avec hétérozygotes présentant un phénotype intermédiaire par rapport aux homozygotes (OMIM #143890, #606945) (Defesche et al. 2017). Cependant, la mutation p.Arg3527Gln du gène APOB semble être associée à un mode de transmission dominant du fait que les porteurs homozygotes de cette mutation présentent des taux plasmatique de LDL-C comparable à ceux des porteurs hétérozygotes de la même mutation (Andersen et al. 2016). Des données récentes figurant dans l'article 2 du chapitre « Résultats » suggèrent également une transmission dominante des mutations du gène APOE dans l'ADH Des taux élevés de LDL-C sont observés chez des patients doubles hétérozygotes (porteurs de mutations dans 2 gènes différents, par exemple : mutation LDLR + mutation PCSK9 ou APOB) et hétérozygotes composites (porteurs de deux mutations différentes dans le même gène ADH, par exemple : mutation LDLR produisant une protéine défectueuse + mutation nulle). Le phénotype observé chez ces patients est comparable à celui des patients porteurs de mutations rares à l'état homozygote (Defesche et al. 2017). Toutefois, la sévérité du phénotype dépend aussi du type du défaut moléculaire (Defesche et al. 2017). Généralement, le taux moyen de LDL-C par génotype varie de la façon suivante : forme hétérozygote < double hétérozygote (par exemple : mutation LDLR + mutation PCSK9 ou APOB) < homozygote APOB ou PCSK9 < Homozygote LDLR (mutation produisant une protéine défectueuse) < hétérozygote composite < homozygote mutation nulle (Cuchel et al. 2014). D'autres facteurs génétiques (polymorphismes, épigénétique) et environnementaux pourraient aussi influencer le phénotype de l'ADH (Defesche et al. 2017). D'où l'importance de faciliter l'accès au dépistage génétique, particulièrement les technologies de séquençage de nouvelle génération les plus récentes afin d'identifier toute mutation potentiellement causale ainsi que les éventuels facteurs de variabilité phénotypique, améliorer le pronostic des patients et optimiser leur traitement (Cuchel et al. 2014).

  Etant donné le pouvoir athérogène démontré du LDL-C dans les modèles animaux et chez les sujets atteints d'ADH, l'exposition continue à des taux de LDL modérés à élevés augmente de façon significative le risque de survenue d'accidents CV à long terme (Wiegman et al. 2015). En revanche, des taux génétiquement bas de LDL au cours de la vie ont été associés à une baisse du risque CV (Sabatine 2019). Pour cela, il est indispensable de poser le diagnostic de l'ADH le plus tôt dans la vie afin d'instaurer un traitement approprié permettant de réduire efficacement le taux plasmatique de LDL-C et donc le risque CV (Wiegman et al. 2015). Dans le cadre du traitement, tous les sujets atteints d'ADH ainsi que leur famille doivent recevoir une éducation intensive sur l'amélioration de leur mode de vie (régime alimentaire sain, arrêt du tabac, exercice physique). Un traitement hypocholestérolémiant est recommandé dès l'établissement du diagnostic chez les adultes et les enfants âgés de 6 à 10 ans (Nordestgaard et al. 2013; Mach et al. 2020). Les nouvelles recommandations de l'ECS/EAS ont pour objectif principal de réduire le risque CV en réduisant les taux de LDL-C (Mach et al. 2020). Les objectifs thérapeutiques recommandés sont les suivants : En prévention primaire, chez les adultes atteints d'ADH et à risque CV très élevé (ayant un facteur de risque CV majeur) ou ayant subi un accident CV documenté, il est recommandé de réduire le taux de LDL-C de plus de 50% par rapport au taux initial et d'atteindre une concentration plasmatique inférieure à 1,4 mmol/L (< 55 mg/dL) Pour les adultes atteints d'ADH à risque cardiovasculaire élevé sans facteur de risque CV majeur, il est recommandé de réduire le taux de LDL-C de plus de 50% par rapport au taux initial et d'atteindre une concentration plasmatique inférieure à 1,8 mmol/L (< 70 mg/dL) Pour les autres adultes atteints d'ADH, il est recommandé d'atteindre une concentration plasmatique inférieure à 2,6 mmol/L (< 100 mg/dL) Pour les enfants (6-10 ans) : pour les enfants de plus de 10 ans le taux de LDL-C cible est inférieur à 3,5 mmol/L (135 mg/dL) et pour les plus jeunes, une réduction d'au moins 50% du taux de LDL-C initial est recommandée. Le traitement pharmacologique de l'ADH a pour objectif principal de réduire le taux plasmatique de LDL-C. Il comprend les statines (traitement de première ligne), souvent en association avec l'ézétimibe (traitement de seconde ligne), et les inhibiteurs de PCSK9, nouvellement développés et mis sur le marché (Abifadel et al. 2014). De nouvelles thérapies sont en cours d'étude, on cite les nucléotides antisens (siRNA) anti-PCSK9, les inhibiteurs de l'ANGPTL3. Le choix thérapeutique (Figure 19) pour les patients ADH dépend généralement du taux plasmatique de LDL-C et du risque CV, et il est ajusté de façon empirique en fonction de la réponse (réduction du taux de LDL-C) et la survenue d'éventuels effets secondaires. La nature du défaut moléculaire et le gène en cause ne semblent pas influencer le choix du traitement (Defesche et al. 2017). En revanche, théoriquement, les patients porteurs de mutations gain de fonction de PCSK9, par exemple, seraient les meilleurs répondeurs aux inhibiteurs de PCSK9 contrairement aux porteurs à l'état homozygote de mutations nulles du gène LDLR qui répondraient faiblement à ces médicaments (Defesche et al. 2017).

Figure 19 :

 19 Figure 19 : Mécanisme d'action de divers traitements hypolipémiants au sein des voies de synthèse des particules de LDL et de leur absorption par les récepteurs des LDL. EGF : facteur de croissance épidermique ou Epidermal Growth Factor ; LDL : lipoprotéine de faible densité ou Low Density Lipoprotein ; VLDL : lipoprotéine de très faible densité ou Very Low Density Lipoprotein ; ApoB100 : apolipoprotein B100 ; HMGCR : 3-Hydroxy-3-méthylglutaryl (HMG)-CoA réductase ; LDLRAP1 : LDL receptor adaptor protein ; MTTP : Microsomal triglyceride transfer protein ; EP : endoplasmic reticulum. (Defesche et al. 2017)

  Les séquestrants biliaires représentent une classe d'hypocholestérolémiants qui inclue : colestyramine, colestipol et colesevelam. Il s'agit de résines basiques synthétiques échangeuses d'ions, possédant une forte affinité pour les acides biliaires. La résine fixe les acides biliaires sous forme d'un complexe insoluble, inhibant ainsi leur cycle entéro-hépatique et augmentant leur élimination fécale. En conséquence, le foie déplété en bile va augmenter la synthèse d'acides biliaires ce qui va accroître ses besoins en cholestérol. L'expression hépatique du récepteur des LDL est alors augmentée ainsi que l'internalisation du LDL-C. Il en résulte une baisse du taux circulant de LDL-C (Mach et al. 2020).Les doses journalières recommandées sont : 24 g de colestyramine, 20 g de colestipol et 4,5 g de colesevelam. A ces doses, une réduction de 18 à 25% des taux de LDL-C a été observée. Aucun effet majeur sur les HDL-C n'a été observé. Toutefois, les taux plasmatiques de triglycérides pourraient augmenter chez les patients prédisposés[START_REF] Mazidi | The Effects of Bile Acid Sequestrants on Lipid Profile and Blood Glucose Concentrations: A Systematic Review and Meta-Analysis of Randomized Controlled Trials[END_REF]).L'effet de ces molécules sur le risque CV est proportionnel à la réduction du taux de LDL-C. Cependant, les séquestrants biliaires sont associés à des effets indésirables gastrointestinaux. Ils peuvent empêcher l'absorption des vitamines liposolubles et doivent être administrés de 1 à 4 heures après la prise d'autres médicaments[START_REF] Mach | 2019 ESC/EAS Guidelines for the Management of Dyslipidaemias: Lipid Modification to Reduce Cardiovascular Risk[END_REF]).1.7.4 Les inhibiteurs de PCSK9À la suite de la découverte de PCSK9 et son implication dans la physiopathologie de l'ADH, une nouvelle classe thérapeutique d'hypolipémiants a été développée (Abifadel et al. 2003). Il s'agit principalement des anticorps monoclonaux anti-PCSK9. Actuellement, deux anticorprs monoclonaux humains, alirocumab et evolocumab, sont approuvés par la FDA (Food and Drug Administration) et l'agence européenne des médicaments (EMA) et mis sur le marché (El Khoury et al. 2017). Les anti-PCSK9 sont indiqués comme traitement adjuvant au régime alimentaire et à la dose maximale tolérée de statines chez les patients ADH à l'état hétérozygote ou atteints de MCV artérioscléreuses, et qui nécessitent une diminution supplémentaire du taux plasmatique de LDL-C (Abifadel et al. 2014). Evolocumab a une indication supplémentaire chez les patients ADH à l'état homozygote (Amgen 2015; Sanofi Regeneron 2015). Les doses recommandées sont (El Khoury et al. 2017). Pour alirocumab : 75mg par injection sous cutanée deux fois par mois avec la possibilité d'augmenter la dose à 150 mg deux fois par mois pour un effet hypolipémiant supplémentaire Pour evolocumab : 140 mg deux fois par mois ou 420 mg tous les mois par injection sous-cutanée Le mécanisme d'action de ces médicaments consiste à réduire le taux plasmatique de PCSK9 qui n'est donc plus disponible pour une éventuelle liaison avec le récepteur des LDL à la surface cellulaire. Puisque PCSK9 favorise la dégradation lysosomale du récepteur, son inhibition aurait comme résultat l'augmentation de l'expression du récepteur à la surface cellulaire et donc de l'internalisation des particules LDL. Il en résulte une diminution du taux plasmatique de LDL-C (Figure 18) (Abifadel et al. 2014). L'association des statines avec les inhibiteurs de PCSK9 constitue l'une des approches thérapeutiques les plus prometteuses et les plus innovantes pour réduire davantage les taux de LDL-C et le risque d'événements CV. Etant donné de leur mécanisme d'action, les anticorps anti-PCSK9 ne sont efficaces dans la réduction du taux plasmatique de LDL que chez les sujets exprimant le récepteur des LDL hépatique. Les patients homozygotes pour des mutations associées à un récepteur défectueux sont alors de mauvais répondeurs aux anticorps anti-PCSK9 (Thedrez et al. 2018). Les anti-PCSK9, seuls ou en association avec les statines et/ou d'autres traitements hypolipémiants, ont montré une réduction significative d'une moyenne de 60% du taux plasmatique de LDL-C. Cette réduction dépend de la dose administrée (Mach et al. 2020). Récemment, une méta-analyse a regroupé les résultats de 39 essais contrôlés randomisés, incluant 66478 patients (14639 sous alirocumab et 21257 sous evolocumab) et comparé l'effet des inhibiteurs de PCSK9 à un placebo ou un autre traitement hypolipémiant. Les résultats ont montré que le traitement par les inhibiteurs de PCSK9 est associé à une réduction significative du risque d'infarctus du myocarde, d'AVC ischémique et de revascularisation coronaire par rapport au groupe contrôle. Toutefois, les effets des inhibiteurs de PCSK9 sur la mortalité de toute cause et la mortalité par accident cardiovasculaire n'ont pas atteint la significativité statistique (p = 0,15 et p = 0,34 respectivement). Ceci pourrait être expliqué par la durée de suivi des patients relativement courte au cours des études (durée moyenne = 2,3 ans) insuffisante pour affecter la mortalité (Guedeney et al. 2019). En plus de leur effet sur le taux plasmatique de LDL-C, alirocumab et evolocumab provoquent une diminution des taux plasmatiques de triglycérides (~ 26%) et une élévation des taux plasmatiques de HDL-C et d'apoAI (9 et 4% respectivement) (Mach et al. 2020). Contrairement aux statines, les inhibiteurs de PCSK9 réduisent de 30 à 40% les concentrations plasmatiques de Lp(a). Cependant, le mécanisme sous-jacent n'est pas connu et semble être distinct du mécanisme d'action des statines qui n'ont pas d'effets sur la Lp(a) (Raal et al. 2014; Gaudet et al. 2014). Le traitement par les inhibiteurs de PCSK9 est généralement bien toléré et n'a pas été associé à une augmentation du risque d'effets indésirables dont les effets neurodégénératifs, la toxicité hépatique, la rhabdomyolyse et le risque d'apparition du diabète de type 2, lorsqu'il est associé à d'autres médicaments hypolipémiants (Guedeney et al. 2019). Les effets secondaires les plus fréquents sont une réaction au site d'injection et un syndrome grippal (Mach et al. 2020). Des études à long terme sur ces médicaments serait d'un grand intérêt pour confirmer la sécurité de leur utilisation et de la baisse prolongée des taux de LDL-C. Un autre effet secondaire susceptible d'émerger lors de l'utilisation prolongée des anti-PCSK9 est la production d'auto-anticorps dirigés contre les anti-PCSK9 qui pourraient limiter leur effet hypolipémiant et aggraver la réaction au site d'injection. Cet effet semble peu probable avec l'alirocumab et l'evolocumab qui sont deux anticorps totalement humains mais a été la cause d'interruption du développement d'un 3 ème anticorps, le bococizumab, qui est un anticorps humanisé (Ridker et al. 2017). Finalement, les inhibiteurs de PCSK9 représentent une classe thérapeutique très efficace dans la diminution des concentrations plasmatiques de LDL-C et la réduction du risque cardiovasculaire en association avec les statines et/ou l'ézétimibe. Cependant, vu le coût élevé de ces médicaments et les données limitées sur leur sécurité, on considère qu'ils n'auraient un rapport bénéfice/risque favorable que chez les patients à risque CV très élevé. De plus, leur utilisation reste très limitée dans les pays où les ressources du secteur de santé sont limitées (Mach et al. 2020). 1.7.5 Autres traitements 1.7.5.1 Lomitapide et Mipomersen Le Lomitapide, un inhibiteur par voie oral de la grande sous-unité de la « Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTTP) qui est une enzyme indispensable à l'assemblage et la sécrétion des lipoprotéines contenant l'apoB100, et le mipomersen, un oligonucléotide antisens qui se lie à l'ARNm de l'APOB afin d'inhiber sa traduction, représentent deux alternatives thérapeutiques efficaces chez les patients qui sont réfractaires au traitement pharmacologique standard, et en particulier les patients atteints d'hypercholestérolémie familiale homozygote (Defesche et al. 2017). Ces deux traitements ne sont approuvés par la FDA que chez les patients ADH homozygotes en raison de leur coût élevé et de leurs effets secondaires sur le foie (hépato-stéatose). 1.7.5.2 Les inhibiteurs de la CETP « Cholesteryl ester transfer protein » Il s'agit de petites molécules inhibitrices de la CETP et qui représentent à l'heure actuelle le traitement qui provoque la plus forte élévation du taux de HDL-C, avec peu ou pas d'effets sur le taux de LDL-C. Il s'agit d'un effet dose-dépendant qui peut aller jusqu'à une augmentation de 100% du taux de HDL-C en fonction de la molécule (Mach et al. 2020). Plusieurs molécules (torcetrapib, dalcetrapib, evacetrapib) ont été abandonnées au cours de leur développement pour des raisons d'efficacité et/ou de sécurité (Mach et al. 2020). Récemment, l'essai clinique REVEAL réalisé sur l'anacetrapib a montré des résultats prometteurs sur l'augmentation des taux de HDL-C et d'apoAI (de 104% et 36% respectivement) et la réduction des taux de LDL-C et d'apoB (de 17% et 18% respectivement). L'anacetrapib a diminué de 9% le risque d'accidents coronariens graves sur une durée médiane de 4,1 ans (HPS3/TIMI55-REVEAL Collaborative Group et al. 2017). La réduction observée était consistante avec le taux de réduction des LDL et non-HDL-C. la demande d'autorisation de ce médicament n'a pas été déposée par le développeur. 1.7.5.3 Les inhibiteurs de l'ANGPTL-3 ANGPTL3 est une enzyme clé dans la clairance des remnants riches en triglycérides. Les études ont montré que les individus qui sont génétiquement déficients en ANGPTL3 sont protégés contre les maladies coronariennes (Stitziel et al. 2017). De même, les individus hétérozygotes pour des mutations perte de fonction du gène ANGPTL3 présentent des taux plasmatiques de triglycérides et LDL-C réduits de 17% et 12% respectivement par rapport aux personnes non porteuses de mutations dans ce même gène (Stitziel et al. 2017). Ceci a conduit au développement d'un anticorps anti-ANGPTL3, l'evanicumab. Ce dernier a démontré une efficacité dans la réduction des concentrations plasmatiques de triglycérides et de LDL-C chez des volontaires sains, mais également chez des sujets présentant une ADH à l'état homozygote. Chez ces derniers, une réduction moyenne de 49% des triglycérides et des LDL plasmatiques a été observée (Gaudet et al. 2017). IONIS-ANGPTL3-LRx, un oligonucléotide antisens dirigés contre l'ARNm du gène ANGPTL3 est en cours de développement. Il réduit le taux de triglycérides de 85%. Ainsi, l'avenir pourrait fournir de nouveaux outils pour améliorer la clairance des remnants riches en triglycérides ce qui se reflète sur la charge athérogène des particules restantes (Mach et al. 2020). 1.7.5.4 Oligonucléotide antisens anti-PCSK9 (Inclisiran) Inclisiran est un oligonucléotide antisens à action prolongée qui inhibe la synthèse de PCSK9. Il s'agit d'un agent thérapeutique qui engage la voie naturelle de l'ARN interférence en se liant au complexe endogène RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Ceci permet de cliver les molécules d'ARNm codant spécifiquement PCSK9. L'ARNm est par la suite dégradé et donc indisponible pour la traduction, ce qui résulte en une diminution des niveaux protéiques de PCSK9 (Fitzgerald et al. 2017). Dans une étude de phase I, une dose unique ou des doses multiples d'inclisiran ont été administrées à des volontaires sains sur une durée d'un mois et ont été associées à des réductions constantes et soutenues dans le temps des taux plasmatiques de LDL-C et de PCSK9 (jusqu'à 50,6% et 74,5%) sans qu'un événement indésirable grave ne se produise (Fitzgerald et al. 2017). De même, dans une étude de phase II, inclisiran a été capable d'abaisser significativement les taux de LDL-C et de PCSK9 chez des patients à haut risque cardio-vasculaire et présentant des niveaux élevés de LDL-C (Ray et al. 2017). Au bout de 180 jours du traitement, les réductions moyennes des taux plasmatiques de LDL-C variaient de 27,9 à 41,9% chez les patients qui ont reçu une seule dose du médicament, et de 35,5 à 52,6% chez les patients ayant reçu deux doses d'inclisiran. La réduction la plus importante des taux de LDL-C (52,6%) a été observée chez les patients ayant reçu deux doses de 300 mg d'inclisiran, ce qui est comparable aux résultats obtenus avec le traitement par les anticorps monoclonaux anti-PCSK9 (Catapano, Pirillo, and Norata 2020). Des études de phase III ont également démontré l'efficacité et la sécurité de l'inclisiran dans la réduction des taux plasmatiques de LDL-C chez des patients atteints d'hypercholestérolémie familiale à l'état hétérozygote et des patients à risque cardiovasculaire élevé (Catapano, Pirillo, and Norata 2020). Avec deux doses par an en sous-cutané et une réduction efficace et soutenue des LDL-C, l'inclisiran fonctionne comme un complément aux statines. Dans les essais de phase III, l'inclisiran a été bien toléré (Ray et al. 2020; Raal et al. 2020). Les effets indésirables les plus fréquemment signalés (≥3 % des patients traités par inclisiran et survenant plus fréquemment que le placebo) étaient la réaction au point d'injection, l'arthralgie, l'infection des voies urinaires, la diarrhée, la bronchite, la douleur aux extrémités et la dyspnée (Ray et al. 2020; Raal et al. 2020). Parmi ceux-ci, les réactions au point d'injection étaient les plus fréquentes. Celles-ci étaient généralement bénignes et aucune n'était grave ou persistante (Ray et al. 2020; Raal et al. 2020). Les études cliniques sont en cours afin d'évaluer l'efficacité de ce traitement chez les patients atteints d'hypercholestérolémie familiale à l'état homozygote. En outre, l'essai ORION-4 évaluera l'efficacité et la sécurité du traitement par 300 mg d'inclisiran dans la réduction du risque d'événements cardiovasculaires athérosclérotiques majeurs chez au moins 15000 patients présentant des maladies cardiovasculaires, pendant une durée médiane de traitement de 5 ans (NCT03705234). La date d'achèvement de l'essai est estimée à décembre 2024 (Catapano, Pirillo, and Norata 2020). Inclisiran Leqvio® a obtenu l'autorisation de mise sur le marché par l'EMA en décembre 2020 et le dossier de demande d'autorisation est en cours d'étude par la FDA. 1.7.5.5 Vaccination contre PCSK9 La vaccination contre PCSK9 est une stratégie thérapeutique visant à inhiber à long terme PCSK9. Elle est en cours d'investigation dans le traitement de l'hypercholestérolémie et est basée sur l'immunisation contre PCSK9 en injectant des peptides qui entrainent la production d'anticorps spécifiques à haute affinité contre PCSK9 (Pan et al. 2017; Kawakami et al. 2018). Cette approche vise à réduire le taux plasmatique de PCSK9 à des taux similaires à ceux obtenus avec les anticorps monoclonaux mais avec un nombre réduit d'injections et donc une meilleure adhérence au traitement (Catapano, Pirillo, and Norata 2020). Des études précliniques et cliniques de phase I ont été réalisées ou sont en cours dans le but d'évaluer l'efficacité et l'impact clinique de cette approche thérapeutique dans le traitement de l'hypercholestérolémie (Catapano, Pirillo, and Norata 2020). 1.7.5.6 Oligonucléotide antisens anti-Lp(a) Un oligonucléotide antisens dirigé contre l'ARNm de la Lp(a) est actuellement en cours d'évaluation. Il s'agit du IONIS-APO(a)-LRx qui est une thérapie nouvelle, bien tolérée et puissante pour réduire les concentrations de Lp(a). IONIS-APO(a)-LRx pourrait réduire significativement les taux de Lp(a) mais aussi de LDL-C et d'apoB réduisant ainsi le risque CV. Il s'agit d'un médicament est en cours de développement pour les patients présentant des concentrations élevées de Lp(a) avec une MCV sous-jacente ou une sténose calcifiée de la valve aortique (Viney et al. 2016).

  Quarante à 80% des patients présentant une ADH clinique sont porteurs de mutations des quatre gènes connus (LDLR/APOB/PCSK9/APOE)(Ghaleb et al. 2018;[START_REF] Futema | Clinical Utility of the Polygenic LDL-C SNP Score in Familial Hypercholesterolemia[END_REF]). L'hypercholestérolémie clinique observée chez les sujets sans mutations dans ces gènes pourrait être d'origine polygénique dans presque 88% des cas en raison de l'effet combiné de plusieurs SNP élevant le taux plasmatique de LDL-C (Talmud et al. 2013; Futema et al. 2015). Un score de risque polygénique (PRS), basé sur le génotype de 12 SNP connus être associés à une élévation des taux plasmatiques de LDL-C d'après des études GWAS, a été développé par Talmud et al (Talmud et al. 2013). Les résultats des études ont montré que le PRS pourrait expliquer le taux élevé de LDL-C observé chez 772 patients ADH sans mutations dans les gènes connus (Talmud et al. 2013). De même, chez les patients mutation-positifs, ce PRS pourrait expliquer la pénétrance variable de cette maladie. Une étude récente de Ghaleb et al a montré qu'un PRS simplifié de 6 SNP dont l'équivalence au 12SNP-PRS a été démontrée (Futema et al. 2015), pourrait être utilisé comme indicateur de la sévérité de l'hypercholestérolémie mais ne semble pas être un outil de diagnostic fiable pour identifier l'hypercholestérolémie polygénique à l'échelle individuelle, ni pour expliquer les phénocopies au sein des familles ADH (Ghaleb et al. 2018). Il existe des données suffisantes pour suggérer que l'étendue de l'athérosclérose est moins élevée chez les sujets atteints d'hypercholestérolémie polygénique que chez ceux atteints d'hypercholestérolémie monogénique. De nombreuses études ont également montré que la fréquence des MCV est plus élevée chez les sujets ADH avec une mutation connue que chez les sujets présentant un diagnostic clinique d'ADH sans mutations dans les gènes connus (Futema et al. 2018). L'intérêt clinique de l'identification de l'hypercholestérolémie polygénique est qu'elle soutient un traitement souvent moins agressif que celui prescrit chez les patients porteurs d'une seule mutation causale (Futema et al. 2018). Chez les patients présentant une hypercholestérolémie, qu'elle soit monogénique ou polygénique, un traitement hypocholestérolémiant doit être instauré le plus tôt possible à cause de l'effet athérogène cumulé dans le temps d'un taux élevé de LDL-C et le risque CV qui lui est associé (Brandts et al. 2020). Chapitre 3 : FONCTIONS EXTRA-HÉPATIQUES DE PCSK9 Au cours de la dernière décennie, PCSK9 a suscité beaucoup d'intérêt grâce à son rôle clé dans le métabolisme du cholestérol et le développement de l'athérosclérose. Les études se sont surtout focalisées sur le rôle de PCSK9 sur la régulation post-transcriptionnelle du récepteur des LDL dans le foie en empêchant son recyclage et en favorisant sa dégradation lysosomiale. Toutefois, à part son rôle dans les hépatocytes, PCSK9 est capable de réguler l'expression en surface du récepteur des LDL dans d'autres cellules telles que les lymphocytes, les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires (CLMV) (Besseling et al. 2016). Au-delà du métabolisme du cholestérol, PCSK9 est impliqué dans d'autres processus physiologiques, notamment la régulation de l'apoptose neuronale par son interaction avec les récepteurs des VLDL et ApoE-receptor 2 (ApoER2) (Kysenius et al. 2012), la modulation de l'adipogenèse dans le tissu adipeux viscéral (Roubtsova et al. 2011), la régulation de la réponse immunitaire (Walley et al. 2014), l'inflammation (Shapiro and Fazio 2017), l'apoptose (Ding et al. 2020b) et la prolifération cellulaire (Lupo et al. 2021). Dans ce chapitre, je vais développer les fonctions extra-hépatiques décrites de PCSK9.

  l'hypertriglycéridémie postprandiale et donc que PCSK9 pourrait affecter la clairance hépatique des lipoprotéines riches en triglycérides en réduisant leur absorption hépatique (Le May et al. 2009). Il est également suggéré que PCSK9 serait capable de moduler la synthèse hépatique d'apoB-48 (Stoekenbroek et al. 2018). Des études sur des sujets porteurs de mutations perte de fonction dans le gène PCSK9 ont montré que ces derniers présentent des taux réduits de triglycérides, apoB-48 et apoB total à jeun et en période post prandiale (Ooi et al. 2017). D'autre part, des études sur des souris déficientes en PCSK9 ont montré que PCSK9 diminue l'excrétion trans-intestinale de cholestérol (Le May et al. 2013), une voie importante permettant l'excrétion du cholestérol plasmatique et impliquant plusieurs protéines telles que ABCG5/8, ABCB1, Niemann-Pick C1 like protein 1 et le récepteur des LDL (Reeskamp, Meessen, and Groen 2018; Le May et al. 2013). Des études supplémentaires s'avèrent donc nécessaires pour élucider le rôle de PCSK9 sur le métabolisme des triglycérides et de l'apoB-48 dans l'intestin et les éventuels mécanismes sous-jacents. La mise en évidence d'une telle implication de PCSK9 permettrait de suggérer l'intérêt de l'utilisation des inhibiteurs de PCSK9 chez les sujets résistants à l'insuline ou diabétiques de type 2 chez qui les taux postprandiaux de triglycérides sont élevés ainsi que l 'expression intestinale de PCSK9 (Stoekenbroek et al. 2018).

  Il a été démontré que la fréquence du diabète de type 2 chez les patients atteints d'ADH est plus faible que chez leurs apparentés normocholestérolémiques[START_REF] Besseling | Association between Familial Hypercholesterolemia and Prevalence of Type 2 Diabetes Mellitus[END_REF]. De même, des études ont montré que les statines pourrait augmenter l'apparition du diabète de type 2 chez les sujets prédisposés[START_REF] Sattar | Statins Are Diabetogenic--Myth or Reality?[END_REF]. Bien que le mécanisme sous-jacent ne soit pas bien identifié, l'effet des satines sur l'apparition du diabète de type 2 serait dû à une augmentation des taux intracellulaires de cholestérol des cellules ß-pancréatiques en conséquence de l'augmentation de l'expression du récepteur des LDL en surface[START_REF] Besseling | Association between Familial Hypercholesterolemia and Prevalence of Type 2 Diabetes Mellitus[END_REF]. Ceci pourrait inhiber la sécrétion d'insuline induite par le glucose[START_REF] Rütti | Low-and High-Density Lipoproteins Modulate Function, Apoptosis, and Proliferation of Primary Human and Murine Pancreatic Beta-Cells[END_REF]). Parallèlement à son effet sur d'autres tissus, PCSK9 est capable de réguler l'expression du récepteur des LDL à la surface des cellules pancréatiques (Langhi et al. 2009). Ainsi, il serait légitime de suggérer que les inhibiteurs de PCSK9 auraient un effet néfaste sur les cellules ß-pancréatiques et leur sécrétion en insuline. Les études sur des animaux déficients en PCSK9 et le risque de troubles de l'homéostasie glucidique ont montré des résultats controversés (Akram et al. 2010). Cependant, les essais cliniques sur les inhibiteurs de PCSK9 n'ont pas montré d'association entre le traitement et l'apparition de diabète de type 2 (Sabatine et al. 2017). D'autre part, les études de cohortes ont montré que le taux plasmatique de PCSK9 serait positivement associé à l'index de résistance à l'insuline HOMA (Lakoski et al. 2009; Baass et al. 2009). Le travail que j'ai réalisé avec Petra El Khoury (cf. Annexe 2) a démontré que, dans une cohorte de 3137 patients (DIABHYCAR) atteints de diabète de type 2, le taux plasmatique de PCSK9 était positivement associé au risque de survenue d'événements CV et pas à la mortalité cardiovasculaire (El Khoury, Roussel, et al. 2018). En revanche, cette association n'a pas été trouvée dans une cohorte de 1468 patients atteints de diabète de type 2 (SURDIAGENE) mais qui, contrairement aux sujets de la première cohorte, étaient caractérisés par un risque CV élevé et recevait insuline et statines. Cette inconsistance dans les résultats entre les deux cohortes serait due au niveau du risque CV de base chez les sujets des deux cohortes ainsi que leur traitement (El Khoury, Roussel, et al. 2018).

  Bien que PCSK9 soit exprimé par les reins et serait capable d'affecter la physiologie rénale, son activité ne semble pas essentielle pour un fonctionnement rénal normal. La réduction génétique et pharmacologique de l'activité de PCSK9 n'a pas montré d'effets secondaires au niveau des reins(Stoekenbroek et al. 2018).

A

  part son rôle dans l'homéostasie du cholestérol, PCSK9, initialement identifié dans des neurones dans des conditions d'apoptose et désigné NARC1, pourrait être impliqué dans la prolifération cellulaire et l'apoptose (Seidah et al. 2003). En effet, le traitement de cellules HepG2 par PCSK9 affecte l'expression de nombreux gènes impliqués dans le cycle et la prolifération cellulaire indépendamment de l'internalisation du cholestérol (Stoekenbroek et al. 2018). De même, l'expression hépatique de PCSK9 est augmentée chez la souris après une hépatectomie partielle alors que chez les souris déficientes en PCSK9, il y a un défaut de prolifération cellulaire hépatique et une augmentation de l'apoptose après hépatectomie partielle (Stoekenbroek et al. 2018). PCSK9 pourrait également affecter la prolifération cellulaire dans des conditions pathologiques comme le cancer. Des études ont montré que l'expression de PCSK9 est augmentée dans certains cancers comme le carcinome hépatocellulaire. Cependant, les résultats sont parfois contradictoires et des études supplémentaires semblent nécessaires pour élucider le rôle de PCSK9 dans le cancer. La modulation de la disponibilité des lipides dans les tumeurs pourrait être un des mécanismes d'implication de PCSK9 dans leur progression (Mahboobnia et al. 2021). En outre, les travaux par Canuel et al ont montré que PCSK9 est capable d'induire la dégradation du récepteur LRP1, connu comme étant impliqué dans la métastase tumorale (Langlois et al. 2009), dans des lignées de cellules tumorales B16F1/F10 (Canuel et al. 2013).

  Outre son effet sur l'élévation des taux plasmatiques de LDL-C, de nombreuses données ont montré que PCSK9 joue un rôle important dans l'inflammation ce qui serait un autre mécanisme majeur de PCSK9 pour promouvoir l'athérosclérose (Z.-H.Tang et al. 2019). En effet, une étude observationnelle monocentrique sur une cohorte a montré que les taux plasmatiques de PCSK9 étaient augmentés en cas d'inflammation systémique lors d'une septicémie et sont corrélés au développement ultérieur d'une défaillance multiviscérale (250 à 530 ng/ml vs 170 à 220 ng/ml dans les conditions normales) (Boyd et al. 2016). De même, les taux plasmatiques de PCSK9 augmentent 12 à 24h après un syndrome coronarien aigu et sont positivement corrélés au degré d'inflammation mesuré par la hs-CRP, et au nombre de globules blancs (Gencer et al. 2016; S. Li et al. 2014). Le taux plasmatique de PSCK9 a également été corrélé à la sévérité de la lésion coronarienne indépendamment du taux de LDL-C chez les sujets hospitalisés ce qui suggère un intérêt potentiel de l'inhibition de PCSK9 dans la prise en charge des syndromes coronariens aigus (Cariou et al. 2017). Des études faites chez des souris ont montré que de nombreux facteurs pro-inflammatoires modulent l'expression de PCSK9 (Figure 20) (Feingold et al. 2008). En effet, chez la souris, le lipopolysaccharide (LPS) augmente l'expression de PCSK9 hépatique et rénal ce qui favorise la dégradation du récepteur des LDL et conduit à une augmentation du taux plasmatique de LDL. Il a été suggéré que cette élévation des LDL circulants aurait un effet bénéfique sur la défense immunitaire de l'hôte en se liant et neutralisant le LPS et d'autres toxines, et en apportant du cholestérol aux cellules impliquées dans la défense immunitaire (Feingold et al. 2008). Le LPS stimule également l'expression de PCSK9 dans les cellules endothéliales et des CMLV (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Shahanawaz, et al. 2015a). L'expression de PCSK9 est aussi stimulée par le TNFα (« Tumor necrosis factor-α ») (Ruscica et al. 2016). D'autre part, il a été proposé que PCSK9 soit impliquée dans l'inflammation au niveau de la paroi vasculaire en favorisant la production de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages, en partie de manière dépendante du récepteur des LDL et en activant la voie de signalisation TLR4/NF-κB (Lupo et al. 2021; Ricci et al. 2018; Z. Tang et al. 2012; Z.-H. Tang et al. 2017, 9). De même, les LDL oxydées, en tant qu'activateur clé de NF-κB, augmentent l'expression de PCSK9 en induisant la sécrétion d'IL-1α, IL-6 et TNF-α dans les cellules endothéliales et les macrophages (Momtazi-Borojeni et al. 2019). Ces données ont permis de suggérer que PCSK9 serait un médiateur inflammatoire de la pathophysiologie de l'athérosclérose (Z.-H. Tang et al. 2017, 9). Cependant, bien qu'une méta-analyse avait bien démontré que la diminution des taux plasmatiques de LDL-C est corrélée à la réduction de la hs-CRP, ceci n'est pas vrai lorsque la réduction des taux plasmatiques de LDL-C est due aux inhibiteurs de PCSK9 malgré leur grande efficacité (Ruscica et al. 2019).

Figure 20 :

 20 Figure 20 : Interactions entre PCSK9 et divers facteurs inflammatoires liés à l'athérosclérose, ses causes et ses complications au niveau des différents tissus. (Ding et al. 2020a)
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 7 PCSK9, Paroi vasculaire et Athérosclérose 7.1 PCSK9 et cellules endothéliales Le dysfonctionnement endothélial et l'inflammation représentent un événement critique dans l'initiation et la progression de l'athérosclérose. Les stimuli pro-inflammatoires activent les cellules endothéliales et augmentent l'expression de molécules d'adhésion à leur surface comme VCAM-1 et ICAM-1. Ces molécules d'adhésion favorisent l'adhésion à l'endothélium des cellules inflammatoires circulantes telles que les monocytes et par la suite l'initiation de l'athérosclérose (Z.-H. Tang et al. 2019). Les études sur des souris déficientes en PCSK9 ont montré une diminution de l'expression de VCAM-1 dans le tissu vasculaire par rapport aux souris contrôles (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Shahanawaz, et al. 2015a). D'autres études ont montré que le traitement par alirocumab et la vaccination contre PCSK9 entraînent une diminution de l'expression de molécules d'adhésion par les cellules endothéliales (Kühnast et al. 2014; Landlinger et al. 2017). Une relation entre PCSK9 et l'apoptose des cellules endothéliales a également été suggérée. L'inhibition de l'expression de PCSK9 dans une monocouche de cellules endothéliales par des siARN entraîne une diminution du nombre de cellules apoptotiques après un traitement par des LDL oxydées (Wu et al. 2012). En effet, PCSK9 induit l'apoptose des cellules endothéliales à travers la voie mitochondriale Bcl-2/Bax-Caspase9-Caspase3 et la voie de signalisation p38/JNK/MAPK ce qui entraîne une altération de l'intégrité de l'endothélium favorisant ainsi le dysfonctionnement endothélial et le développement de l'athérosclérose (Y. Tang et al. 2020).

En 2012 ,

 2012 Ferri et al ont démontré que PCSK9 est exprimé dans les plaques d'athérome chez l'homme et que PCSK9 est synthétisée par les CMLV mais pas les cellules endothéliales, les macrophages et les monocytes présents dans la paroi vasculaire (Ferri et al. 2012a). De même, dans des macrophages humains traités par le milieu conditionné des CMLV, il y a eu une diminution de l'expression du récepteur des LDL à la surface de ces macrophages. Ceci a permis de suggérer que les CMLV produisent et sécrètent PCSK9, et que cette dernière est active et capable de réduire l'expression du récepteur des LDL à la surface des macrophages. Ainsi, ils ont conclu que PCSK9 aurait un rôle direct dans l'athérogenèse (Ferri et al. 2012a). Une autre étude par la même équipe avait pour objectif de définir le rôle de PCSK9 dans la réponse vasculaire aux lésions. Ils ont démontré que les souris PCSK9 -/-présentaient une moindre prolifération intimale après à une lésion vasculaire par rapport aux souris PCSK9 +/+ (Ferri et al. 2016). De plus, les lésions vasculaires des souris PCSK9 +/+ présentaient un contenu plus élevé en CMLV et en collagène (Ferri et al. 2016). En outre, les CMLV des souris PCSK9 - /-exprimaient plus d'α-SMA, « Myosin Heavy Chain II (MHC-II) » et moins de caldesmon et donc expriment un phénotype plus contractile. Elles présentaient également un taux de prolifération plus faible et des capacités de migration diminuées en raison d'une réponse moins efficace au facteur de croissance « Platelet Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB) » (Figure 21) (Ferri et al. 2016).

Figure 21 :

 21 Figure 21: PCSK9 et l'activation des cellules musculaires lisses après une lésion vasculaire.PCSK9, en soutenant le phénotype synthétique des CML ainsi que leur prolifération et leur migration, peut jouer un rôle pro-athérogène dans de la paroi artérielle.(Ferri et al. 2016) 

Figure 22 :

 22 Figure 22 : Interaction entre PCSK9 et les dommages de l'ADN mitochondrial dans les cellules musculaires lisses, rôle dans l'apoptose des cellules et implication de p38 MAPK et mTOR.mtROS : mitochondrial reactive oxygen species, ou espèces réactifs de l'oxygène mitochondriaux ; ADNmt : ADN mitochondrial ; DNase II : désoxyribonucléase II ; p38 MAPK : p38 mitogen-activated protein kinase ; mTOR : mechanistic target of rapamycin[START_REF] Ding | Cross-Talk Between PCSK9 and Damaged MtDNA in Vascular Smooth Muscle Cells: Role in Apoptosis[END_REF] 

  Conformément à ce qui a été décrit dans les chapitres précédents, l'internalisation des LDL modifiées piégées dans la paroi vasculaire par les CMLV et les macrophages, et la formation de cellules spumeuses qui en résulte, représentent une étape importante dans le développement de l'athérosclérose. Cette internalisation se fait par des mécanismes récepteursdépendants. Le récepteur des LDL, dont l'expression est régulée négativement par l'excès de cholestérol, n'est pas impliqué dans ce mécanisme. En revanche, cette internalisation est facilitée par les SR tels que LOX-1 et CD36 et les récepteurs de la famille des « LDL receptor Related Protein (LRP) » dont on cite LRP1 et LRP5 (Lina Badimon et al. 2020, 5). Les SR exprimés par les monocytes, les macrophages et les CMLV, jouent un rôle important dans le développement de l'athérosclérose à travers leur liaison à divers ligands, y compris les LDL natives et modifiées, notamment les LDL oxydées (Mineo 2020). Une étude par Ding et al a montré que le traitement de macrophages, préalablement traités par TNFα, par PCSK9 induit une augmentation de 2 à 5 fois l'expression des récepteurs scavengers SR-A, CD36 et surtout LOX-1, et par la suite l'internalisation de LDL oxydées (5 fois) favorisant ainsi l'inflammation et le développement de l'athérosclérose (Figure 23) (Ding et al. 2018). 123 | P a g e L'effet observé sur LOX-1 était plus important que l'effet observé sur SR-A et CD36 (Ding et al. 2018).

Figure 23 :

 23 Figure 23 : Expression régulée par PCSK9 des cytokines inflammatoires et des récepteurs scavengers.NF-κB est lié à IκBα dans le cytoplasme à l'état de repos. Lors d'une stimulation cellulaire, par les LDL oxydées (ox-LDL) par exemple, IκBα est dégradé et le NF-κB libéré est alors transloqué dans le noyau pour activer la transcription de gènes cibles y compris les cytokines inflammatoires. Ce mécanisme est favorisé par PCSK9.(Y.[START_REF] Tang | Research Progress on Alternative Non-Classical Mechanisms of PCSK9 in Atherosclerosis in Patients with and without Diabetes[END_REF]).

Figure 24 :

 24 Figure 24 : Interaction entre LOX-1 et PCSK9 dans les états inflammatoires au niveau des cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses : rôle clé des mtROS et implication dans l'athérosclérose.(Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Shahanawaz, et al. 2015a).

  La force de cisaillement hémodynamique est un déterminant majeur du développement de l'athérosclérose. Il s'agit d'une force de friction qui agit sur les cellules endothéliales et les CMLV en modifiant leur biologie et en favorisant la libération de divers signaux biochimiques impliqués dans l'athérogenèse. Tout au long des vaisseaux sanguins, les CMLV sont soumises à des forces de cisaillement variables qui dépendent du gradient de pression. Dans le cas normal, lorsque les cellules endothéliales sont intactes et qu'elles constituent une monocouche continue, les CMLV subissent une force de cisaillement limitée. Cependant, lorsque le revêtement endothélial est perturbé ou lésé comme après une angioplastie ou à la suite de l'exposition à un stimuli nocif comme les LDL oxydées (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Sun, et al. 2015), la fonction des CMLV pourrait être altérée par une modification des forces de cisaillement (Ding et al. 2020a). Une force de cisaillement élevée, laminaire et stable, comme c'est le cas dans les parties droites de l'arbre artériel, est considérée athéro-protective : elle favorise la survie des cellules endothéliales et inhibe la coagulation, la diapédèse des leucocytes et la prolifération des CMLV (Ding et al. 2020a). Cependant, lorsque la force de cisaillement est faible et le flux sanguin perturbé au niveau des branches ou des courbures des artères par exemple, ils peuvent entrainer un dysfonctionnement endothélial et une augmentation de l'expression de gènes et protéines pro-oxydants et pro-inflammatoires et donc pro-athérogènes (Chiu and Chien 2011). De même, une force de cisaillement faible perturbe l'intégralité de l'endothélium et expose les CMLV dont la prolifération et la migration seront activées (Ding et al. 2020a). Des études par Ding et al ont montré qu'une force de cisaillement faible stimule l'expression de PCSK9 par les CMLV et les cellules endothéliales, et ceci en parallèle avec l'augmentation de la production de ROS, qui elles aussi semblent stimuler l'expression de PCSK9 (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Sun, et al. 2015). Ils ont aussi démontré une interaction entre PCSK9, ROS, LOX-1 et NF-κB. En effet, LOX-1 est impliqué dans de nombreux processus physiopathologiques tels que la génération des ROS et l'inflammation. De même, les ROS sont impliquées dans l'oxydation des particules LDL, générant ainsi les LDL oxydées qui, à leur tour, peuvent favoriser la génération des ROS à travers leur liaison au récepteur LOX-1 (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Sun, et al. 2015; Cominacini et al. 2000). Il a été démontré que l'inhibition de PCSK9 diminue l'expression de LOX-1 par les CMLV et les cellules endothéliales (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Sun, et al. 2015). D'autres études ont montré que l'inhibition de PCSK9, LOX-1 et la génération de ROS réduit également de manière significative l'expression de NF-κB qui est un facteur de transcription majeur impliqué dans la régulation de la réponse inflammatoire, des gènes de l'immunité, de l'apoptose et de la prolifération cellulaire et donc de l'athérogenèse (de Winther et al. 2005).

  Lors de la rupture d'une plaque d'athérosclérose instable, de nombreux facteurs procoagulants sont libérés dans la lumière vasculaire et peuvent participer à la formation d'athérothrombose dont les plaquettes représentent des acteurs essentiels (L. Badimon and Vilahur 2014). La thrombose survenant dans la circulation artérielle est la principale cause des maladies artérielles thrombotiques comme le syndrome coronarien aigu ou l'AVC ischémique. Les principales étapes qui accompagnent les maladies artérielles thrombotiques sont : l'activation plaquettaire, l'accumulation des plaquettes activées au niveau du site de lésion et la formation sous-jacente d'un thrombus occlusif. Une hyperactivité plaquettaire est associée à certaines pathologies comme l'athérosclérose et certaines formes de dyslipidémies telle que l'hypercholestérolémie (Qi et al. 2021). Une étude récente a démontré que la PCSK9 circulante favorise directement l'activation des plaquettes, la formation de thrombose in vivo, les infarctus de myocarde et les expansions post-infarctus de myocarde. Ceci a lieu par la liaison de PCSK9 au récepteur CD36 plaquettaire et l'activation des voies de signalisation en aval. Ils ont aussi démontré que les inhibiteurs de PCSK9 et l'aspirine inhibe ces effets activateurs de PCSK9 (Qi et al. 2021). Ce qui suggère que l'administration d'aspirine et des inhibiteurs de PCSK9 chez les patients ayant des taux plasmatiques élevés de PCSK9 jouerait un rôle bénéfique dans la prévention de l'activation plaquettaires et ses complications thrombotiques. Et ouvrirait la voie à une nouvelle stratégie thérapeutiques chez ces patients (Qi et al. 2021). De même, une étude réalisée sur 330 patients présentant des maladies coronariennes stables a montré une association significative positive entre le taux plasmatique de PCSK9 et la numération plaquettaire, ce qui suggère que le rôle de PCSK9 dans l'athérogenèse pourrait impliquer un rôle sur les plaquettes (S. Li et al. 2015). D'autre part, une étude a démontré une association significative entre le taux plasmatique de PCSK9 et le fibrinogène chez 219 patients présentant des maladies coronariennes (Zhang et al. 2014). En effet, le fibrinogène est une protéine sanguine majeure de la coagulation surexprimée en cas d'inflammation et dont des taux élevés ont été associés à une augmentation de l'incidence des MCV (Zhang et al. 2014). Des études supplémentaires sont nécessaires pour élucider l'interaction PCSK9-fibrinogène dans l'athérosclérose. 10. PCSK9 et efflux de cholestérol L'efflux de cholestérol à partir des macrophages est un processus antiathérogène qui favorise l'élimination de l'excès de cholestérol empêchant ainsi la formation de cellules spumeuses dans la plaque d'athérosclérose. Il se produit par différentes voies et implique des transporteurs de lipides tels que ABCA1, ABCG1 et « Scavenger Receptor class B Type I (SR-BI) » ou des mécanismes non spécifiques (Adorni et al. 2017a). Une étude menée par Denis et al a montré une diminution de l'accumulation d'esters de cholestérol dans les aortes de souris Pcsk9 -/-qui pourrait être due à une activation du transport inverse de cholestérol (Denis et al. 2012). De même, des travaux par Adorni et al ont montré que PCSK9 joue un rôle direct sur l'efflux de cholestérol en diminuant l'expression d'ABCA1 des macrophages. Cet effet n'a pas été observé chez des souris déficientes en récepteur des LDL ce qui suggère que l'effet de PCSK9 sur ABCA1 et donc sur l'inhibition du transport inverse du cholestérol dépend du récepteur des LDL (Adorni et al. 2017a). En outre, une étude réalisée par Abifadel et al n'a montré aucune différence significative dans la capacité du plasma à promouvoir l'efflux de cholestérol, par l'intermédiaire d'ABCA1, à partir de macrophages entre les patients porteurs de mutations du gène PCSK9 et les témoins (Abifadel et al. 2012). Une étude chez des souris ApoE -/-a montré que les CMLV sont à l'origine de la majorité des cellules spumeuses identifiés dans la plaque d'athérome (Wang et al. 2019). De même, cette étude a démontré que les CMLV de l'intima chez ces souris présentaient une expression réduite d'ABCA1 (Wang et al. 2019). Des résultats identiques ont été trouvés dans les artères coronaires humaines (Allahverdian et al. 2014). Ainsi, un défaut dans l'efflux, par l'intermédiaire d'ABCA1, de l'excès de cholestérol stocké dans les CMLV pourrait contribuer significativement à la transformation des CMLV en cellules spumeuses. La détermination du mécanisme de régulation d'ABCA1 dans CMLV pourrait contribuer à l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques pour réduire l'accumulation excessive de cholestérol dans les plaques d'athérome. De telles thérapies pourraient réduire le risque d'infarctus du myocarde et des accidents vasculaires cérébraux au-delà de la réduction des taux plasmatiques de LDL obtenues avec les traitements actuellement disponibles. Un éventuel rôle de PCSK9 dans ce processus pourrait être suggéré proposant ainsi, si confirmé, une nouvelle indication thérapeutique pour les anti-PCSK9.

  2 and consists of four exons (NM_000041.4). It encodes a 317 amino acid apolipoprotein E precursor and a 299 amino acid mature protein with molecular mass of approximately 34 kDa. ApoE is a component of chylomicrons, very-low-density lipoproteins (VLDL), their triglycerides rich remnants and high-density lipoproteins (HDL) (OMIM #107741). It is also present on a subset of lipoprotein(a)(25). According to conventional knowledge, LDL does not have ApoE(26).

  Val213Glu and p.Gly218Cys variants were not present in more than 150,000 alleles sequenced in the GnomAD dataset. Of the 7 missense variants, the p.Pro102Leu variant affects a well conserved amino acid and is predicted Likely Pathogenic, the p.Ala23Val variant is predicted VUS/Likely Pathogenic and the other 5 are predicted VUS/Pathogenic. However, the two variants affecting the Arginine 137 are characterized by a high CADD score indicating they are predicted to be among the top 1% of the most deleterious substitutions in the human genome, like the p.Pro102Leu variant. The three synonymous variants are predicted to be Likely Benign while the p.Asp83= variant presents a possible effect on the nearest splice site according to Alamut. The p.Val213Glu variant was found in 34 years old woman diagnosed with an isolated elevation of LDL cholesterol (LDL-MoM=2.51) and who is a homozygote carrier of the p.(Leu21dup)

Figure 2 :

 2 Figure 2: Distribution of the 12-SNP weighted polygenic risk score (wPRS) in the carriers of an APOE rare variant. The 47 patients with high LDL levels are in grey, the 29 with high LDL and triglycerides are in black.

Figure 3 :

 3 Figure 3: Distribution of the weighted polygenic risk score (wPRS) in the carriers of an APOE rare variant. The variants were separated in four pathogenicity groups according to ACMG. P/PL: pathogenic/likely pathogenic; VUS: variant of uncertain significance; B/BL: benign/likely benign. (A) Distribution of the wPRS in all the carriers of an APOE rare variant. (B) Distribution of the wPRS among the different pathogenicity groups. (C) Distribution of the wPRS in the "High LDL" group of patients. (D) Distribution of the wPRS in the "High LDL and TG" group of patients.

Figure 4 :

 4 Figure 4: Correlation between the weighted polygenic risk score and the severity of the observed phenotype measured by the LDL-cholesterol and triglyceride levels. (A) Correlation between Multiple of Median for LDL-cholesterol level (LDL-MoM) and the weighted 12-SNP polygenic risk score wPRS. (B) Correlation between Multiple of Median for triglycerides level (TG-MoM) and the weighted 12-SNP polygenic risk score wPRS. Nonparametric Spearman test.

Figure 5 :

 5 Figure 5: Multiple of Median for LDL-cholesterol level (LDL-MoM) and weighted polygenic risk score (wPRS) among the carriers of different variants. (A) LDL-MoM in carriers of 5'URT, 3'UTR, missense, synonymous and deletion variants for the whole cohort. (B) LDL-MoM in the carriers of exonic variants for the whole cohort. (C) wPRS in the carriers of p.Leu167del, p.Leu46Pro and other variants for the whole cohort. (D) wPRS in the carriers of p.Leu167del, p.Leu46Pro and other variants for the "High LDL group". * p<0.05, ** p<0.005, non-parametric Mann Wintney test.
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  inhibition might have additional therapeutic effects beyond lowering LDL cholesterol levels that are not yet fully understood. Thus, based on the available experimental and clinical evidence, further studies are needed to decipher the potential role of PCSK9 in atherogenesis at the molecular level independently of its function on the LDL receptor. This could uncover new therapeutic indications for PCSK9 inhibitors even when sufficient LDL reduction has been achieved. The aim of this work is to evaluate the relationship between PCSK9 and human atherosclerotic pathology through the study of the localization and the abundance of PCSK9 at the different stages of atherosclerosis in human arterial tissues, particularly in early stages, atty streaks (FS) and fibrolipidic lesions (FLL), and the exploration of how PCSK9 regulates the endocytic functions of human VSMC in vitro. In this context we focused on scavenger receptors (LOX-1, LRP1 and CD36).

[mAbcam84041], dilution 1 : 100 .

 1100 Secondary antibody, Polyclonal Goat anti-Mouse Immunoglobulin coupled to peroxidase from Dako [P0447], dilution 1:400. Positive staining was revealed using diaminobenzidine substrate (DAB) from Dako, and sections were counterstained with Mayer's hematoxylin. For negative control, primary antibody was replaced by species and isotype-matched irrelevant IgM used at similar concentration (Negative Control Mouse IgM from Dako). Immunofluorescence Antibodies: Primary antibodies: Mouse monoclonal anti-PCSK9 IgM from Abcam [mAbcam84041], Dilution 1:100; Goat anti-apolipoprotein B antibody from Rockland [600-101-111], 1:200; Goat polyclonal anti-LOX-1 IgG from R&D systems [AF1798], dilution 1:100; Rabbit polyclonal anti-CD36 IgG from novusbio [NB400-144], dilution 1:50; Rabbit anti-ꭤ-SMA IgG from abcam [ab5694], dilution 1:100. Secondary antibodies from Jackson Immunoresearch, respectively: Rhodamine RedTM-X-conjugated AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-Mouse IgM, µ Chain specific [715-296-020], dilution 1:400; Alexa Fluor® 488conjugated AffiniPure F(ab')2 Fragment Rabbit Anti-Goat IgG, Fc Fragment specific [305-546-008], dilution 1:400); alexa Fluor® 488-conjugated AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) [111-547-003], dilution 1:400). Hoechst 33342, trihydrochloride trihydrate from Life Technologies was added to the secondary antibodies mix to stain the nuclei (dilution 1:1000). Slides were mounted with IMM ibidi Mounting Medium from ibidi. For negative controls, primary antibodies were replaced by species and isotype-matched irrelevant immunoglobulins used at similar concentrations. They were respectively Mouse IgM [B11/7] -Isotype control from abcam [ab91545], ChromoPure Goat IgG, whole molecule from Jackson [005-000-003] and Rabbit IgG, monoclonal [EPR25A] -Isotype Control from abcam (ab172730). All Antibodies are diluted in T-TBS 1% BSA. ELISA measurements PCSK9 levels in tissue conditioned media were measured using a commercial ELISA kit (Human Proprotein Convertase 9/PCSK9 Duoset from R&D Systems, Minneapolis, Minnesota) and the Luminex Bio-Plex Pro assay technology as previously described (12). Carboxy-coated Bio-Plex Pro™ COOH beads (Bio-Rad) were covalently coupled with the PCSK9 capture antibody (R&D Systems DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit) using the Bio-Plex Amine Coupling Kit (Bio-Rad) according to manufacturer's instructions. The efficiency of the PCSK9capture antibody coupling on the beads was validated by flow cytometry. The assay procedure was as follows: beads were distributed into Bio-Plex Pro flat-bottom 96-well plates (Bio-Rad) at a density of 3000 beads per well. Undiluted conditioned media were incubated with the beads for 2 hours. A series of washes was then performed using the Bio-Plex Pro II wash station (Bio-Rad) to remove unbound protein. The biotinylated sheep antihuman PCSK9 detection antibody (R&D Systems DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit) was then added for 1 hour to detect bead bound PCSK9 molecules. Streptavidin-phycoerythrin conjugate (Bio-Rad) was then added for 30 minutes to form the final detection complex. The intensity of the fluorescence signal was acquired using a Luminex-based reader (Bio-Plex 200 Systems). A series of known concentrations of recombinant standard human PCSK9 protein (R&D Systems DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit) ranging from 1.95 to 2000 pg/mL was used to build the standard curve. Data were analyzed using the Bio-Plex Manager software using a Five-Parameter Logistic standard curve. All measurements were carried out in triplicates. An internal control was used on each plate (n = 5) to assess reproducibility (inter-assay coefficient of variation 15%). The intra assay coefficient of variation of our immunoassay was 11%, calculated from the measurement of PCSK9 in solutions with the same concentration, repeated 5 times. Immunoblotting Antibodies: Primary antibodies: Polyclonal sheep IgG anti-human PCSK9 from R&D systems [AF3888], dilution 1:200 in 5% BSA in T-TBS; monoclonal anti-β-actin-Peroxidase antibody produced in mouse from Sigma-Aldrich [A3854], dilution 1:25,000. Secondary antibody: Polyclonal sheep IgG anti-human PCSK9 from R&D systems [AF3888], dilution 1:200 in 5% BSA in T-TBS. Proteins from VSMC were purified with RIPA Lysis Buffer and loaded onto a Mini-PROTEAN® TGX TM Gels, 4-20%, 10-well comb, 50µl, Long shelf-life precast gels for use with tris/glycine buffers from Bio-Rad [456-1094]), followed by transfer to nitrocellulose blotting membranes (Amersham TM Protran TM from GE Healthcare). Membranes were incubated in blocking buffer for 1 hour and immunoblotted with the primary antibody overnight at 4°C. Membranes were then probed with the secondary antibody for one hour at room temperature. Western blots were visualized by the iBright 1500 Imaging System from Invitrogen by Thermo Fischer Scientific using the Clarity™ Western ECL Substrate from Bio-Rad. Human, full length, recombinant PCSK9 D374Y expressed in HEK 293 cells (from Circulex [CY-R2311], dilution 1:400 in serum-free RPMI culture medium) was used as positive control. β-actin was used as a standard for quantification. Quantification was realized using the iBright Analysis software. qPCR Total cellular RNA was extracted from cryopulverized human arterial tissues using the RNeasy Mini Kit from Qiagen according to the manufacturer's instructions. After purification, RNAs were eluted in 40 µL of RNase-free water and RNA concentrations were estimated by measuring absorbance at 260 nm, using Nanodrop 2000/2000 c system (Thermo Scientific).

  and 6D). Both LOX-1 and CD36 were not detected in healthy aortas (Figure 6C.1 and 6D.1). However, they were highly detected in the cells of the intimal proliferation of human aortas with advanced atherosclerotic lesion (Figure 6C.2 and 6D.2). The co-staining of LOX-1 (green) and PCSK9 (red) showed that the two proteins colocalized (yellow) in VSMC of the intimal proliferation suggesting the presence of an interaction between PCSK9 and LOX-1 in VSMC during atherosclerosis development (Figures 6C.2 and 6C.3). Although CD36 and PCSK9 were both

Figure 1 :

 1 Figure 1: Macroscopic aspect of different stage of atheroma in human aorta. (A) healthy aorta, (B) fatty streaks and (C) fibrolipidic plaque.

Figure 2 :

 2 Figure 2: Localization of PCSK9 in human aorta by immunochemistry staining on fixed deparaffinized sections from different stages of atheroma: (A) healthy aorta (N=3), (C) fatty streak (N=5), and (D) fibrolipidic lesion (N=3). Positive staining is revealed in brown using diaminobenzidine substrate (DAB), and sections were counterstained with Mayer's hematoxylin. The results were compared to isotype control (B).

Figure 3 :

 3 Figure 3: Co-localization of PCSK9 (Red), ⍺-smooth muscle actin (Green) and nuclei (Blue) in human aorta by immunofluorescence staining in healthy aorta, intimal proliferation and fibrolipidic lesion/plaque. ⍺-SMA: ⍺ -smooth muscle actin; FS: fatty streak; FLL: Fibrolipidic lesion.

Figure 4 :

 4 Figure4: Measurement of PCSK9 in vascular tissues (mRNA) and conditioned media (Protein) obtained from human aorta (Intima and media separately) at different stages of atheroma (healthy aorta: HA, fatty streaks: FS, fibrolipidic lesion: FLL). Conditioned media are obtained after incubation of 1g of aorta in 6 ml RPMI serum-free medium for 24h at 37°C. The results are expressed in Mean value ± standard deviation (pg/g of aorta), (A) Levels of PCSK9 in conditioned media obtained from HA (n=19), intimal FS lesion (n=19) media of FS (n=16), intimal FLL (n=23) and media of FLL (n=22). (B) PCSK9 mRNA expression in human aortic tissues from HA (n=14), aortas with atheroma (FS and FLL) (n=27) and in cultured human hepatic cell line HuH7. Results are expressed as the relative mRNA expression of PCSK9 to HPRT using the mean quantity method. * p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001.

Figure 5 :

 5 Figure5: Co-staining of PCSK9 (Red), APOB (Green) and nuclei (Blue) in human aorta by immunofluorescence staining on fixed deparaffinized sections from a human aorta with a fibrolipidic lesion (A). The results were compared to isotype control (D). PCSK9 is abundant in the intima of the vascular wall. It is mainly localized in smooth muscle cells within intimal proliferation. ApoB is detected in the extracellular space within the lipidic acellular core. PCSK9 is also detected in the lipidic acellular core but does not necessarily colocalize with apoB.

Figure 6 :

 6 Figure 6: Measurement of LOX1 (A) and CD36 (B) expression in vascular tissues (mRNA) obtained from human aorta (Intima and media separately) at different stages of atheroma (healthy aorta: HA, fatty streaks: FS, fibrolipidic lesion: FLL). Results are expressed as the relative mRNA expression of LOX1 or CD36 to HPRT using the ∆CT method. (C) Co-staining of LOX-1 (Green), PCSK9 (Red) and nuclei (Blue) by immuno-fluorescence staining in (C.1) healthy human aorta, (C.2 and C.3) aorta with a fibrolipidic lesion; (C.4) Isotype control. (D) Co-staining of CD36 (Green), PCSK9 (Red) and nuclei (Blue) by immunofluorescence staining in (D.1) healthy human aorta, (D.2 and D.3) aorta with a intimal proliferation; (D.4) Isotype control. * p<0.05, **p<0.01.

Figure 7 :

 7 Figure 7: (A) Oil Red O staining on VSMC treated with oxidized LDL and control VSMC (untreated). Oil Red O stain is used to identify neutral lipids and fatty acids in tissues. Lipid droplets are stained in red. (B) Immunoblot analysis of PCSK9 in control and treated smooth muscle cells lysates (n=5) and its quantification. SMC: Smooth muscle cell; oxLDL: oxidized LDL. * p<0.05, **p<0.01.
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  la suite des modifications (oxydation, agrégation) avant d'être internalisées par les cellules de la paroi artérielle notamment les CMLV grâce aux SR. Cependant, dans les stades plus avancés, notamment la lésion fibro-lipidique, l'apoptose des cellules est importante ce qui provoque une accumulation des lipides dans le noyau acellulaire de la plaque, identifiés dans cette étude par l'apoB. Cependant, il serait possible que le signal détecté soit associé à des peptides issus de la dégradation de l'apoB.Par ailleurs, comment expliquer la quantité plus élevée de PCSK9 dans la paroi des aortes athéromateuses par rapport aux aortes saines ? En effet, la présence plus importante de PCSK9 dans la paroi artérielle des patients présentant de l'athérome pourrait être la conséquence d'une augmentation soit des taux plasmatiques de PCSK9 chez les patients, présentant à priori un risque cardiovasculaire plus élevé par rapport aux individus sains, soit des taux plasmatiques de LDL transportant PCSK9 et pénétrant la paroi artérielle. Toutefois, il n'a pas été possible d'obtenir des échantillons de plasma des donneurs d'organes en question ni leur profil lipidique. Afin de vérifier l'origine de la PCSK9 détectée dans la paroi artérielle, des cultures primaires de cellules musculaires lisses ont été réalisées par l'isolation de CMLV à partir de media d'aortes saines. Ces cellules ont été ensuite traitées par des LDL oxydées (20μg/mL) afin de reproduire l'environnement associé au développement d'athérome. Les études par qPCR (Figure 25) et Western Blot ont montré une absence de l'expression de PCSK9 par les CMLV primaires même après le traitement par les LDL oxydées. Cependant, lorsque la PCSK9 recombinante est ajoutée au milieu de culture, celle-ci est internalisée par les CMLV et détectée par Western Blot (bande à 60 kDa). Ces résultats confirment que les CMLV primaires ne produisent pas PCSK9, et sont en faveur de l'origine plasmatique de PCSK9. Cependant, on ne peut pas exclure la possibilité que PCSK9 soit exprimée par un autre type cellulaire de la paroi artérielle (macrophages ou cellules endothéliales) après l'exposition à divers facteurs inflammatoires associés à l'athérosclérose (LDL oxydées et cytokines inflammatoires par exemple), mais cette expression reste indétectable au niveau des lysats tissulaires en raison de la minorité de ces cellules dans la paroi artérielle par rapport aux CMLV. Des études de l'expression de PCSK9 sont prévues sur l'ARNm extrait de cultures primaires de macrophages humains traités ou non par des LDL modifiées. Conformément à nos résultats, Ding el al ont démontré que l'expression et la sécrétion de PCSK9 est faible dans les cultures primaires de CMLV (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Shahanawaz, et al. 2015b). Cependant, l'expression et la sécrétion de PCSK9 par ces cellules était fortement induite, de façon dose-dépendante, à la suite du traitement par du LPS, des LDL oxydées (20-60μg/mL) et du TNF-α (10-40 ng/mL) (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Shahanawaz, et al. 2015b). Ainsi, il serait important de reproduire ces expériences en traitant les CMLV isolées des aortes saines par un agent pro-inflammatoires tel que LPS ou TNF-α, voire augmenter la concentration utilisée des LDL oxydées afin d'évaluer l'effet que pourraient avoir ces traitements sur l'expression de PCSK9. D'autre part, la quantité de PCSK9 détectée dans le lysat de CMLV primaires a été significativement réduite lorsque les CMLV étaient traitées avec la PCSK9 recombinante et des LDL oxydées (20μg/mL) par rapport aux cellules traitées avec la PCSK9 seule. Ceci serait en faveur d'un catabolisme accéléré de PCSK9 ou permet également de suggérer que PCSK9 et les LDL oxydées pourraient entrer en compétition pour le même récepteur à la surface des CMLV. De nombreux SR exprimés par les CMLV peuvent être considérés comme récepteur candidats ce qui mène à la deuxième partie de cette étude.
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 2525 Figure 25 : Expression des gènes PCSK9, LOX-1, LRP1 et LDLR par les cultures primaires de CMLV contrôles ou traitées par des LDL oxydées (oxLDL) +/-PCSK9. SMC : Smooth Muscle Cells.

Figure 26 :

 26 Figure 26 : Etude de l'expression protéique de CD36 dans des CMLV contrôles et traitées par western blot (A) et sa quantification.

Figure 27 :

 27 Figure 27 : Etude de l'expression protéique de LRP1 dans des CMLV contrôles et traitées par western blot (A) et sa quantification (B). SMC : Smooth Muscle Cells ; oxLDL : oxidized LDL.

  figurent pas dans les bases de données (Lord et al. 2019) et méritent donc d'être explorés. En

  du gène APOE dans une cohorte de patients français hypercholestérolémiques mais sans mutation dans le gène LDLR, APOB ou PCSK9. Ces patients sont recrutés grâce au Réseau National de Diagnotic des Hypercholestérolémies qui regroupe quatre en France et qui a pour but de faire avancer les connaissances sur l'ADH et ses causes génétiques. Ces travaux collaboratifs nationaux permettent d'améliorer les méthodes de diagnostic utilisées en pratique et d'établir le diagnostic de l'ADH tôt dans la vie pour mener des actions de prévention auprès des patients bien avant la survenue du premier accident cardiovasculaire qui peut être fatal. Bien que de nombreux variants identifiés sont prédits pathogènes ou probablement pathogènes par les outils de prédiction in silico, des études supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer ou non la responsabilité de chacun d'entre eux dans l'ADH et de déterminer son effet exact sur le métabolisme du cholestérol et l'augmentation des taux plasmatiques de LDL-C. De plus, ce travail permettra de réaliser une estimation de la prévalence des variants APOE parmi les sujets ADH en France et de la comparer aux autres populations étudiées. Concernant le rôle de PCSK9 dans le développement de l'athérosclérose, mes résultats ont permis de démontrer que PCSK9 dans la prolifération intimale des aortes présentant de l'athérosclérose. Ces résultats ont montré que PCSK9 ne serait pas synthétisée dans la paroi artérielle. Elle provient probablement de la circulation et pénètre la paroi artérielle par convection radiale grâce à la pression artérielle, de manière identique à l'entrée des particules LDL. Dans la paroi artérielle, PCSK9 est endocytée par les CMLV exprimant de nombreux SR qui interagissent potentiellement avec PCSK9, en particulier LOX-1, CD36 et LRP1. Nous avons posé l'hypothèse que l'un de ces récepteurs serait impliqué dans l'endocytose de PCSK9 par les CMLV. L'avancement de mes travaux montre une interaction protéique entre PCSK9 et LOX-1, et les données actuellement disponibles sur le rôle de LRP1 dans l'athérosclérose permettent de le proposer comme candidat. Les études sur les cultures primaires de CMLV vont permettre de tester ces hypothèses à travers le traitement concomitant de ces cellules par PCSK9 et des inhibiteurs de ces récepteurs. En utilisant des LDL modifiées marquées, il serait intéressant d'étudier l'effet du traitement par PCSK9 sur le taux d'internalisation des LDL modifiées par les CMLV, un mécanisme clé dans la formation des cellules spumeuses. Enfin, la mise en évidence d'un éventuel rôle direct, extra-hépatique, de PCSK9 dans la progression de l'athérosclérose permettra d'élucider de nouveaux mécanismes fondamentaux de la progression de l'athérosclérose. La confirmation d'un tel rôle fera des anticorps monoclonaux anti-PCSK9 une approche intéressante pour la prévention de l'internalisation de PCSK9 par les CMLV au-delà de leurs effets sur les taux plasmatiques de LDL-C. Que ce soit une athérosclérose associée à une cause génétique telle que l'ADH, ou une athérosclérose multifactorielle, il faut insister sur l'importance du traitement. Ce traitement qui peut aller d'un simple changement du mode de vie jusqu'à la prescription de médicaments hypocholestérolémiants. Le but est de réduire au minimum le risque d'athérosclérose et de maladies cardiovasculaires même au-delà de la diminution des taux plasmatiques de LDL-C. Introduction Cardiovascular diseases (CVDs) are major causes of mortality in the developed countries. Finding new drugs that lower LDL cholesterol (LDL-C) levels and reduce related CVD is extremely challenging. In 2003, Abifadel et al. discovered that gain-of-function mutations of proprotein convertase subtilisin/ kexin type 9 (PCSK9) cause familial hypercholesterolemia (FH), thus revealing for the first time that PCSK9 was linked to cholesterol and its cardiovascular complications [1••]. The pioneering discovery of PCSK9 as a cause of FH inspired several teams and pharmaceutical companies to Catherine Boileau and Marianne Abifadel contributed equally to this work. This article is part of the Topical Collection on Genetics and Genomics * Catherine Boileau catherine.boileau@inserm.fr 1 LVTS, INSERM U1148, Hôpital Xavier-Bichat, Paris Cedex 18, France 2 Laboratory of Biochemistry and Molecular Therapeutics, Faculty of Pharmacy, Pôle Technologie Santé, Saint Joseph University, Beirut, Lebanon

  , (2) trials investigating the concomitant use of PCSK9 inhibitors with statin therapy in high cardiovascular risk patients (COMBO I, COMBO II, ODYSSEY OPTIONS I , O D Y S S E Y O P T I O N S I I , L A P L A C E -2 , a n d DESCARTES) [65-70], (

  1••], is an amazing example of successful translational research showing how rigorous and powered genetic analyses can lead to a new class of lipid-lowering drugs that gives hope in fighting high cholesterol levels and their cardiovascular complications. This specific work was supported by a grant from Leducq Foundation [FLQ # 13 CVD 03] through the Transatlantic Networks of Excellence in Cardiovascular Research program ('The function and regulation of PCSK9: a novel modulator of LDLR activity'); Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM); Conseil de la Recherche de l'Université Saint-Joseph (Beirut, Lebanon), and Lebanese National Council for Scientific Research (CNRS-L). It was also supported by an unrestricted research grant from AMGEN (Boulogne-Billancourt, France).grant from Leducq Foundation, Grant/Award number: Aim: To investigate whether plasma concentrations of proprotein-convertase-subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) were associated with cardiovascular (CV) events in two cohorts of patients with type 2 diabetes mellitus. Methods: We considered patients from the DIABHYCAR (n = 3137) and the SURDIAGENE (n = 1468) studies. Baseline plasma PCSK9 concentration was measured using an immunofluorescence assay. In post hoc, but preplanned, analyses we assessed the relationship between PCSK9 and the following endpoints: (1) a combined endpoint of major CV events: CV death, non-fatal myocardial infarction (MI), stroke and heart failure-related hospital admission; (2) a composite of all CV events: MI, stroke, heart failure-related hospital admission, coronary/ peripheral angioplasty or bypass, CV death; (3) MI; (4) stroke/transient ischaemic attack (TIA); and (5) CV death.

2

  diabetes: the DIABHYCAR (Non-Insulin Dependent Diabetes, Hypertension, Microalbuminuria or Proteinuria, Cardiovascular Events and Ramipril) cohort and the SURDIAGENE (Survie, Diabète de type 2 et Génétique) cohort. 2 | RESEARCH DESIGN AND METHODS 2.1 | Participants and outcomes 2.1.1 | DIABHYCAR cohort This study was conducted in unrelated French patients with type 2 diabetes from the DIABHYCAR trial (n = 3137). DIABHYCAR was a 6-year clinical trial (median of follow-up: 4.5 years) conducted in the late 1990s in high CV risk men and women with type 2 diabetes selected on the basis of persistent microalbuminuria (urinary albumin excretion, UAE=20-200 mg/L) or macroalbuminuria (UAE>200 mg/L)

  ) a combined CV endpoint (major CV events), including CV death, non-fatal MI, stroke and heart failure leading to hospital admission; (2) individual CV components (MI, stroke/transient ischaemic attack [TIA] and CV death); and (3) a composite endpoint including all recorded CV events (MI, stroke, TIA and heart failure leading to hospital admission, coronary/peripheral angioplasty or bypass, CV death). Participants gave their written informed consent and study protocols were approved by the Angers University Hospital ethics committee.

(

  Bio-Rad) to remove unbound protein. The biotinylated sheep antihuman PCSK9 detection antibody (R&D Systems DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit, catalogue no. DY3888-part 843583) was then added for 1 hour to detect bead-bound PCSK9 molecules. Streptavidin-phycoerythrin conjugate (Bio-Rad Bio-Plex Streptavidin-PE catalogue no. #171304501) was then added for 30 minutes to form the final detection complex. The intensity of the fluorescence signal was acquired using a Luminex-based reader (Bio-Plex 200 Systems). A series of known concentrations of recombinant standard human PCSK9 protein (R&D Systems DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit catalogue no. DY3888-part 843584) ranging from 31.25 to

  Continuous variables are expressed as mean AE SD or median (interquartile range [IQR]) and categorical variables as frequencies (percentage). Logarithmic transformation was used for continuous variables with skewed distributions (PCSK9, TGs, hsCRP) when the normality of the distribution was rejected by the Shapiro-Wilk W test. Participants were divided into 3 equally sized groups (tertiles) according to their plasma PCSK9 levels. The 3 tertiles were sexdependent in the SURDIAGENE cohort (but not in the DIABHYCAR cohort) because PCSK9 levels differed between men and women. Differences between groups were assessed using Pearson's χ 2 test for categorical variables and by ANOVA for continuous variables. Cox proportional hazard models were used to test the relationship between PCSK9 tertiles and CV events in a crude model and after adjustment for potential confounding factors: gender, age, BMI, current smoking (yes/no), total cholesterol, HDL cholesterol, TGs, hsCRP (for the DIABHYCAR cohort), HbA1c, systolic blood pressure, eGFR (computed using the MDRD formula), use of statins, fibrates, antihypertensive drugs, biguanides, sulphonylureas, insulin (for the SURDIA-GENE study) and study centre for the DIABHYCAR cohort (geographical origin). The factors selected were established clinical and biological CV risk factors including, but not restricted to, factors associated with plasma PCSK9 concentrations in our 2 cohorts.

FIGURE 1

 1 FIGURE 1 Distribution of plasma proprotein-convertase-subtilisin/ kexin type 9 (PCSK9) in A, the DIABHYCAR and B, the SURDIAGENE populations

Figure 1

 1 Figure 1 Pedigree of the family with low HDL-C levels and segregation of the pathogenic variant in the family. The proband IV-1, indicated by a black arrow, was identified at the Lipid Clinic at Hôtel Dieu de France hospital. The family at large was investigated, and a pedigree was drawn. One homozygous carrier (IV-1) and 5 heterozygous carriers (II-3, III-1, III-4, III-5, III-6) of the p.Gly592Asp variation were identified. Blackened symbols indicate affected homozygous carrier, half blackened symbols indicate heterozygous carriers, unblackened symbols indicate noncarrier of the p.Gly592Asp. Gray symbols indicate (nongenotyped) obligate carriers. Age is given in years, at lipid measurements, when available. TC, HDL-C, LDL-C, and TG levels are given in mmol/L when available. NA 5 not available. ''?'' unknown status, not genotyped. HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; TG, triglycerides; TC, total cholesterol.

Figure 2

 2 Figure 2 Pathogenic variant detection and conservation in ABCA1. (A) Normal and mutated amino acid sequences of ABCA1 protein, surrounding the p.Gly592Asp mutation and conservation of the glycine at position 592 between different species. (B) Sequence analysis of the p.Gly592Asp mutation: The proband IV-1 is homozygous with the respect to the c.1775 GC.AT substitution in exon 14, predicting the amino acid p.Gly592Asp amino acid substitution. Sequence of a heterozygous carrier (III-4) is also given.

Figure 3

 3 Figure 3 Lack of cholesterol efflux to ApoA-I from ABCA1-mutated macrophages. Cholesterol efflux in the absence of exogeneous cholesterol acceptors (A) or to lipid-free ApoA-I or HDL for 4 hours (B) or 24 hours (C) chase period in HMDM from the proband (IV-I) or from one normolipidemic control (Ctrl) individual. Values are mean 6 S.E.M. *P , .05 and **P , .005 versus Ctrl. HMDM, human monocytes-derived macrophages.
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 140 Fig. 1 THSD4 functional variant segregation in families with a history of thoracic aortic aneurysms. (a) Segregation of THSD4 variants p. (Leu247*), p.(Ala468Glnfs*45), and p.(Asp46_Gly48dup) with symptoms of cardiac disease respectively in families TAA-1889, TAA-1839, TAA-1850 with a history of thoracic aortic aneurysm and dissection (TAAD). Black arrows indicate probands. (b) Schematic representation of the THSD4 gene and protein indicating the location of pathogenic variants identified in French families. THSD4 is composed of 17 coding exons. Two premature termination codon (PTC) variants were identified in two families: c.740del in exon 4 leading to p.(Leu247*) and c.1402del in exon 8 leading to p.(Ala468Glnfs*45). The variant p. (Asp46_Gly48dup) was identified in a third family. Functional studies were performed for the following missense variants: p.(Tyr321Asn), p.(Gly753Asp), and p.(Arg781Trp). Reference transcript variants 1 and 2 are shown: variant 1 (NM_024817.2) represents the longer transcript and encodes the longer isoform (NP_079093.2). Variant 2 (NM_001286429.1) differs in the 5' UTR and lacks multiple 5' coding exons, compared with variant 1. It represents use of an alternate promoter and initiates translation from an alternate start codon. The encoded isoform 2 (NP_001273358.1) has a distinct N-terminus and is shorter than isoform 1.

Family

  1m83/130 kg AoR: 45 mm (Z = 1.5 SD); AAo: 46 mm (Z = 2.8 SD) (tubular dilation remained stable during a 3-year period after treatment of high blood pressure) 1m70/77 kg AoR: 42 mm (Z = 3.2 SD); AAo: 47 mm (Z = 4.7 SD) 1m70/68 kg AoR: 28 mm (Z = 0.7 SD); AAo: 32 mm (Z = 3.0 SD) mild aortic regurgitation 1m80/70 kg AoR: 33 mm (Z = 0.9 SD); AAo: 36 mm (Z = 2.3 SD) 1m77/93 kg AoR: 48 mm (Z = 4.0 SD); AAo: 35 mm (Z = 1.6 SD) 1m78/62 kg AoR: 30 mm (Z = 0.8 SD); AAo: 29 mm (Z = 1.3 SD) NA/NA Aortic diameter NA no clinical manifestation of TAA None None Z score according to Campens. AAo ascending aorta, AoR aortic root, CAD coronary artery disease, COPD chronic obstructive pulmonary disease, LOF loss-of-function, MI myocardial infarction, NA not available, TAAD thoracic aortic aneurysm and dissection.
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Fig. 2

 2 Fig.2Missense variants in THSD4 lead to haploinsufficiency or impaired assembly of fibrillin-1 microfibrils. (a) Evaluation of nonsense-mediated messenger RNA (mRNA) decay (NMD) in skin fibroblasts from THSD4 premature termination codon (PTC) variants carriers. Skin fibroblasts were obtained from the proband (II.6) carrying the p.(Leu247*) variant in TAA-1889 and patients (III.3, II.2, and I.1) carrying the p.(Ala468Glnfs*45) variant from family TAA-1839. Fibroblasts from individual I.2 from family TAA-1839 were used as the control. Fibroblasts were grown with or without emetine (an inhibitor of the NMD pathway). Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) was performed to evaluate the basal level of expression of THSD4 in those conditions. RT-qPCR data are presented as means ± standard error of the mean (n = 6 for variant carriers, n = 3 for control, experiment repeated on two independent cell cultures). Statistical differences were analyzed using a two-tailed Mann-Whitney test (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). (b-f) Immunocytochemistry of fibrillin-1 (red) was performed in MG-63 cells transfected with empty vector (b) or vectors encoding wild-type (WT) ADAMTSL6 (c) or the different mutated forms (p.[Arg781Trp] [d], p.[Tyr321Asn] [e] and p.(Gly753Asp) [f]) 5 days after plating. Images are representative of three independent experiments. Scale bar for (a-e), 20 µm. (g) A semiquantitative assay was performed using fibrillin-1 staining normalized to the nuclear surface, in images obtained from the immunocytochemistry analysis 5 days after plating. Results are expressed as means of normalized fibrillin-1 staining ± standard error of the mean of 25 images per condition (WT was analyzed in duplicate). The dashed line indicates the mean level of fibrillin-1 staining normalized to surface of nuclei, obtained with empty vector. Statistical differences were analyzed using a two-tailed Mann-Whitney test (*P < 0.05; ***P < 0.001).
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 80 Number 0 | Month | GENETICS in MEDICINE patient carrying the THSD4 p.(Ala468Glnfs*45) PTC variant.

Fig. 3 A

 3 Fig. 3 A pathogenic premature termination codon (PTC) variant in THSD4 is associated with medial degeneration and activation of the TGFβ pathway. (a-c) Histology of aortic media from the 48-year-old TAA-1839 proband (II:2), carrying the THSD4 p.(Ala468Glnfs*45) variant (middle) compared with a 54-year-old thoracic aortic aneurysm (TAA) female patient carrying the FBN1 p.(Cys2307Arg) variant (right) along with normal ascending aorta obtained from a 52-year-old female organ donor (left). Staining with hematoxylin-eosin (HE) (a), orcein (b), and Alcian Blue (c) revealed the characteristic features of medial degeneration: disorganization of the media with fragmented and disordered elastic fibers, accumulation of proteoglycans and smooth muscle cell (SMC) rarefaction in the individuals with the THSD4 and FBN1 variants. Scale bar, 25 µm. (d) Immunohistochemical analysis of the same tissues showed increased TGFβ1 expression, particularly around microvessels, in aortic tissue from the THSD4 and FBN1 variant carriers compared with normal aorta. Scale bar, 50 µm. (e) Aneurysmal tissue from individuals carrying THSD4 and FBN1 variants show a diffuse increase in nuclear pSmad2/3 expression in the most affected medial layer compared with control aortic tissue. Scale bar, 50 µm. (f) Immunofluorescent (red) fibrillin-1 is almost undetectable in healthy aorta. It appears as discontinuous, aggregated microfibrils parallel to elastic fibers in aortic tissue from the patients carrying the FBN1 p.(Cys2307Arg) and THSD4 p.(Ala468Glnfs*45) variants. Scale bar, 10 µm. (g) Fibronectin appears to be overexpressed in aneurysmal tissues compared with healthy aorta. The aneurysmal aortic sections showed condensed, pericellular fibronectin staining with some aggregates appearing around SMCs. Scale bar, 10 µm. Elastic fibers appear in green in (f, g) (autofluorescence).
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3 Synthèse et métabolisme du cholestérol

  Elle est associée à un risque 13 fois plus élevé de maladies coronariennes et notamment d'infarctus du myocarde qui est la conséquence la plus morbide de l'athérosclérose (Do et al. Les différents types de lipoprotéines se distinguent par leur composition relative en lipides et en protéines : les apolipoprotéines qui sont des molécules amphiphiles dont les domaines hydrophiles sont orientés vers la surface des lipoprotéines et les domaines hydrophobes orientés vers le centre[START_REF] Mahley | Plasma Lipoproteins: Apolipoprotein Structure and Function[END_REF]. Ces protéines permettent la solubilisation des lipides, servent de cibles à des enzymes plasmatiques et endothéliales et sont des ligands pour différents récepteurs cellulaires des lipoprotéines[START_REF] Mahley | Plasma Lipoproteins: Apolipoprotein Structure and Function[END_REF]).

	Chapitre 2 :
	HYPERCHOLESTÉROLÉMIE
	FAMILIALE
	2015).	Chez l'homme, le cholestérol est d'origine soit exogène (alimentation), soit endogène
	1. Hypercholestérolémie monogénique à transmission Le travail pionnier de Brown et Goldstein (1972 -1986) a conduit à l'identification et synthétisé par l'organisme.
	autosomique dominante à la caractérisation du récepteur des LDL et a montré le rôle important des mutations du gène 1.1 Métabolisme du cholestérol
	LDLR dans le déterminisme de l'hypercholestérolémie familiale (Brown and Goldstein 1986a). 1.1.1 Généralités

L'hypercholestérolémie familiale est une maladie héréditaire du métabolisme des lipoprotéines associée à des taux plasmatiques anormalement et chroniquement élevés de LDL-Cholestérol (Berberich and Hegele 2019) aboutissant à des dépôts vasculaires et extravasculaires de cholestérol, à un développement accéléré de l'athérosclérose et à la mort précoce par maladie coronarienne (Abifadel et al. 2014). L'hypercholestérolémie familiale à transmission autosomique dominante (ADH) est causée par des mutations dans les gènes LDLR, APOB, PCSK9 et APOE impliqués dans le métabolisme des LDL et qui résultent en une altération de la capacité du foie à éliminer suffisamment les particules LDL de la circulation (Defesche et al. 2017). L'ADH est classée parmi les maladies métaboliques héréditaires les plus fréquentes chez l'homme avec une fréquence de de 1/313 dans la population générale selon une méta-analyse réalisée sur 11 millions d'individus du monde entier (Beheshti et al. 2020). Cette fréquence est 10, 20 et 23 fois plus élevée dans les sous-groupes d'individus atteints de maladies cardiaques ischémiques, maladies cardiaques ischémiques à un âge précoce et d'hypercholestérolémie sévère, respectivement (Beheshti et al. 2020). Bien que l'ADH ne concerne pas une seule population ou groupe ethnique, sa fréquence peut varier d'une région géographique à une autre et peut aller de 1/200 à 1/500 (Nordestgaard et al. 2013) et peut être encore plus élevée dans certaines populations à cause de la présence d'un effet fondateur. C'est le cas de la population sud-africaine (Rubinsztein, van der Westhuyzen, and Coetzee 1994), franco-canadienne (Bétard et al. 1992), libanaise (Abifadel et al. 2009) et finlandaise (Koivisto et al. 1992). L'ADH est une cause majeure du développement prématuré de l'athérosclérose. Ceci a également contribué, en identifiant une cible biologique importante, au développement d'une classe principale d'hypocholestérolémiants, les statines. Plus tard, en 1987, les travaux de l'équipe d'Innerarity ont montré la contribution des mutations portées par le gène APOB dans la même maladie (Innerarity et al. 1990). Par la suite, l'équipe du Pr. Catherine BOILEAU actuellement à l'INSERM U1148 a analysé des familles françaises atteintes d'hypercholestérolémie familiale et a mis en évidence une hétérogénéité plus importante de la maladie avec l'exclusion des gènes LDLR et APOB et la localisation du 3ème gène au niveau de la région 1p32 (Varret et al. 1999). En 2003, par une approche de clonage positionnel ainsi que par séquençage de nombreux gènes candidats de cette région, Abifadel et al ont identifié les deux premières mutations hypercholestérolémiantes de PCSK9 (p.Ser127Arg et p.Phe216Leu) dans trois familles françaises souffrant d'hypercholestérolémie et de MCV (Abifadel et al. 2003). Ce travail pionnier a permis de mettre en évidence l'implication de PCSK9 dans le métabolisme du cholestérol et le gène PCSK9 est donc devenu le 3 ème gène responsable de l'ADH et de ses complications cardiovasculaires. Des anticorps monoclonaux anti-PCSK9 ont par la suite été développés et mis sur le marché en 2015 pour la réduction des taux élevés de cholestérol et donc du risque cardiovasculaire chez les patients réfractaires ou intolérants aux statines. En 2013, notre équipe a aussi montré l'implication des mutations de l'APOE dans la pathogénie de l'hypercholestérolémie familiale en identifiant la délétion p.Leu167del ainsi que la substitution p.Arg269Gly dans trois familles françaises atteintes d'hypercholestérolémie familiale (Marduel et al. 2013). La recherche des mutations dans le gène APOE, avec celles des gènes LDLR, APOB et PCSK9, s'avère donc nécessaire lors du diagnostic moléculaire de la forme dominante de l'hypercholestérolémie familiale (ADH). Les lipides, qu'ils soient simples (acides gras et cholestérol) ou complexes (triglycérides et phospholipides), constituent un élément essentiel à la vie. Ils constituent la bicouche formant la membrane cellulaire et limitant ses différents compartiments et organelles. En plus de ce rôle de structure, les lipides participent à la régulation des échanges entre les milieux intra et extracellulaires. Ils circulent dans le sang sous forme de lipoprotéines associées à des protéines appelées apolipoprotéines (Mahley et al. 1984). Les lipoprotéines sont des structures sphériques formées par des apolipoprotéines (apo) synthétisées par le foie ou l'intestin et associées à différents types de lipides. Elles sont formées d'une surface renfermant des molécules polaires solubles dans le plasma tels que phospholipides et cholestérol libre et d'un noyau composé de molécules apolaires hydrophobes tels que les esters de cholestérol et les triglycérides. Les lipoprotéines permettent la circulation et le transport des lipides ainsi que des substances lipophiles vitales tels que les vitamines liposolubles dans le sang (Mahley et al. 1984). Les lipoprotéines sont classifiées en fonction de leur densité qui est inversement proportionnelle à leur taille. On cite : les chylomicrons, les lipoprotéines de très faible densité ou « Very Low Density Lipoproteins » (VLDL), les lipoprotéines de densité intermédiaire « Intermediate Density Lipoproteins » (IDL), les lipoprotéines de faible densité (LDL) et les lipoprotéines de haute densité « High Density Lipoproteins (HDL) (Mahley et al. 1984). Une partie de ces lipides circulants et en particulier les acides gras et les triglycérides constituent une source d'énergie essentielle pour les tissus tels que le muscle cardiaque et les muscles squelettiques. Cependant, les stérols non nutritifs fournissent le substrat pour la synthèse des hormones stéroïdes et des acides biliaires. Les lipides constituent aussi des molécules de signalisation puisqu'ils représentent des cibles de certaines enzymes tels que les kinases et les cyclo-oxygénases et peuvent être les ligands pour des récepteurs nucléaires tels que le PPARgamma. 1.1.2 Rôle du cholestérol Le cholestérol est un lipide simple essentiel au maintien de la fluidité de la membrane cellulaire. Il s'agit également d'un élément essentiel pour la synthèse des hormones stéroïdiennes et des acides biliaires et il est nécessaire au bon fonctionnement du système nerveux central (Luo, Yang, and Song 2020) . Toute perturbation du taux de cholestérol peut avoir des conséquences pathogènes sur l'organisme : une élévation du taux de cholestérol chez l'homme est surtout associée à des MCV (Michos, McEvoy, and Blumenthal 2019) alors que la baisse du taux de cholestérol est associée à des troubles sévères du développement comme c'est le cas du syndrome de Smith-Lemli-Opitz qui est une maladie génétique rare à transmission autosomique récessive caractérisée par un défaut de synthèse endogène de cholestérol et qui se manifeste par une dysmorphie faciale, une microcéphalie, des anomalies des membranes et un retard de développement (Nowaczyk and Irons 2012). 1.1.1.1.3.1 Voie exogène Le cholestérol alimentaire n'est pas nécessaire à l'organisme puisque tous nos tissus sont capables d'en synthétiser (Luo, Yang, and Song 2020). Le cholestérol d'origine alimentaire est absorbé par la protéine « Niemann-Pick Type C1 (NPC1)-like 1 (NPC1L1) » au niveau de la surface apicale des entérocytes intestinaux grâce à la présence des acides biliaires (Altmann et al. 2004) (Figure 9). Cholestérol et triglycérides vont former les chylomicrons de très grande taille et peu denses dont l'apolipoprotéine principale est l'apoB48 produite par l'intestin (il s'agit d'une isoforme qui représente 48% de l'apoB100 retrouvée dans les VLDL et les LDL). Les chylomicrons sont acheminés par la lymphe vers la circulation sanguine où ils sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase au niveau de l'endothélium vasculaire des muscles et du tissu adipeux. Les acides gras libérés seront utilisés pour la production d'énergie ou stockés sous forme de triglycérides. Les chylomicrons appauvris en triglycérides deviennent des remnants de chylomicrons athérogènes riches en cholestérol et acquièrent des apoC et apoE par échange avec les HDL. Ils deviennent ainsi des remnants de chylomicrons athérogènes riches en cholestérol. Les remnants de chylomicrons sont acheminés vers le foie où le cholestérol est soit métabolisé soit éliminé sous forme de cholestérol libre ou d'acides biliaires.

  une grande partie des médicaments hypolipémiants utilisés pour la prévention et le traitement des MCV se mesure par la capacité à réduire le taux de LDL plasmatiques (Michos, McEvoy, and Blumenthal 2019). La clairance des LDL du plasma se fait essentiellement par leur récepteur spécifique, le récepteur des LDL, mais aussi par les SR qui reconnaissent les LDL modifiées, en majeure partie les LDL oxydées (Mineo 2020). Le foie est l'organe principal de la prise en charge des particules de LDL. L'internalisation des LDL par les hépatocytes commence par leur liaison aux récepteurs de surface à la suite de la reconnaissance de l'apoB100 par ce récepteur. Ceci est suivi par l'internalisation du complexe

1.1.3.2 Voie endogène

Les cellules de l'organisme acquièrent du cholestérol soit par synthèse endogène de novo, soit par voie exogène via les lipoprotéines par interaction avec les récepteurs exprimés à la surface cellulaire. Théoriquement, toutes les cellules de l'organisme sont capables de synthétiser du cholestérol. Cependant, le foie est l'organe principal responsable de la synthèse de cholestérol

(Luo, Yang, and 

Song 2020). Celle-ci se fait à partir de l'acétyl-Coenzyme A en plusieurs étapes et nécessite la présence d'une source d'énergie (ATP) et d'agents réducteurs (NADPH) (Figure 9) (Luo, Yang, and Song 2020). L'enzyme clé de la synthèse du cholestérol est l'HMG CoA-réductase (HMGCR), cible thérapeutique des statines qui sont des médicaments hypolipémiants très largement utilisés pour la prévention des maladies cardiovasculaires (Sirtori 2014) . La synthèse de cholestérol au niveau du foie commence par la synthèse de VLDL de taille plus petite que les chylomicrons, riches en triglycérides et dont l'apoB100 produite par le foie est l'apolipoprotéine principale. On y retrouve aussi de l'apoC qui module leur conversion en IDL par lipolyse au niveau des capillaires des muscles et du tissu adipeux. Les IDL sont les remnants athérogènes des VLDL avec un contenu relativement réduit en triglycérides et enrichi en esters de cholestérol et présentent l'apoC et l'apoE à leur surface. La majeure partie des particules IDL produites sont internalisées par le foie grâce aux récepteurs des LDL où elles sont recyclées en VLDL. Cependant, une partie des IDL circulantes sont converties en LDL riches en cholestérol après lipolyse et perte de triglycérides et de l'apoE (Figure 10). Les LDL sont des particules très athérogènes, de petite taille, riches en cholestérol et dont l'apoB100 est la seule apolipoprotéine associée (Defesche et al. 2017). Il s'agit des véhicules principaux de cholestérol dans l'organisme et la mesure du taux de cholestérol chez les patients est un reflet du taux de LDL (souvent d'IDL aussi) plasmatiques. Les particules LDL peuvent pénétrer dans la paroi artérielle par convection ou elles peuvent subir des modifications (oxydation, acylation, etc.), et plus elles sont oxydées, petites et denses, plus elles sont athérogènes. Malgré la présence de nombreux antioxydants dans la circulation, les LDL oxydées peuvent aussi être présentes dans le plasma et le sérum (Hartley, Haskard, and Khamis 2019). Un taux anormalement élevé de LDL dans le plasma est associé à un risque élevé de MCV et l'efficacité d'récepteur-LDL par invagination de la membrane plasmatique et formation de vésicules recouvertes de clathrine. Après son internalisation, le récepteur des LDL se dissocie de ses ligands en raison de la diminution du pH dans l'endosome. Après sa dissociation, le récepteur est recyclé à la membrane cellulaire. Pendant sa durée de vie qui est d'environ 20h, le récepteur des LDL est recyclé près de 100 fois (Joseph L. Goldstein and Brown 2009). Cependant, l'apolipoprotéine est hydrolysée en acides aminés et les esters de cholestérol en cholestérol libre qui traverse la membrane du lysosome jusqu'au cytoplasme où il sera utilisé pour la synthèse de la membrane cellulaire ou comme régulateur de l'homéostasie du cholestérol dans la cellule (Joseph L. Goldstein and Brown 2009). L'internalisation des LDL par des SR se fait notamment par les cellules capables de phagocytose tels que les monocytes-macrophages et les CMLV (Mineo 2020). Ces cellules expriment à leur surface des récepteurs capables de reconnaître et d'internaliser des particules LDL modifiées (oxydées, acétylées).

1.4.2 La régulation de l'internalisation du cholestérol par les cellules

  Le maintien de l'homéostasie du cholestérol est un élément indispensable pour assurer un bon fonctionnement cellulaire. Toute perturbation au niveau du métabolisme du cholestérol et ses voies de régulation peut être à l'origine de maladies cardiovasculaires tels que l'hypercholestérolémie familiale (Joseph L. Goldstein and Brown 2009), la maladie de Tangier (El Khoury, Couvert, et al. 2018), etc. mais aussi de maladies neurodégénératives tels que la maladie d'Alzheimer (Shibuya, Chang, and Chang 2015) et certains types de cancers (Kuzu, Les SREBPs sont une famille de facteurs de transcription qui régulent l'homéostasie des lipides en contrôlant l'expression de nombreuses enzymes impliquées dans la synthèse endogène du cholestérol, des acides gras, du triglycérides et des phospholipides (Eberlé et al. NPC1L1 est également régulé par dégradation au niveau du lysosome et du protéasome. Cependant, les mécanismes de dégradation ne sont pas bien élucidés (Malhotra et al. 2019).

	1.1.4.1.3 Régulation par phosphorylation
	L'HMGCR existe sous 2 formes : phosphorylée au niveau du résidu Serine 872 situé ACAT2 est exprimée par les entérocytes et les hépatocytes (Parini et al. 2004). Elle joue
	dans le domaine catalytique de l'enzyme, et déphosphorylée (Istvan et al. 2000). La un rôle important dans le transport du cholestérol, le métabolisme des lipoprotéines mais aussi
	2004) Il existe deux types de SREBP : SREBP-1 et SREBP-2 (Eberlé et al. 2004). SREBP-1 phosphorylation inhibe l'action de l'enzyme et se fait sous l'action de l'AMPK lorsque le taux 1.1.4.2.2 Internalisation du cholestérol médiée par le LDLR dans l'absorption du cholestérol au niveau intestinal. ACAT2 augmente l'absorption intestinale
	possède deux isoformes SREBP-1a et SREBP-1c qui sont deux produits d'épissage alternatif intracellulaire en ATP est bas, bloquant ainsi la synthèse endogène de cholestérol (Clarke and Le récepteur des particules LDL, est le récepteur principal permettant l'internalisation du cholestérol en favorisant la formation de cholestérol estérifié et son transport par les
	d'un même gène. SREBP-2 contrôle la synthèse de cholestérol. Il est synthétisé sous forme Hardie 1990; Sato, Goldstein, and Brown 1993). du cholestérol contenu dans les particules LDL par les cellules périphériques à partir de la chylomicrons (Nguyen et al. 2012).
	d'un précurseur qui sera inséré dans la membrane du réticulum endoplasmique. Sous cette circulation. Ses mécanismes de régulation seront détaillés dans la partie qui lui est consacrée
	(chapitre 1.5.2.1).

Noory, and Robertson 2016). Actuellement, il est bien établi que le taux plasmatique de LDL cholestérol est lié au risque d'athérosclérose et ses conséquences cardiovasculaires. Celui-ci étant en lien direct avec le taux intracellulaire de cholestérol qui est déterminé par l'interaction entre la synthèse de novo du cholestérol par les cellules, son internalisation, son exportation et son stockage (Luo, Yang, and Song 2020).

1.1.4.1 La régulation de la synthèse de novo

La régulation de la synthèse de novo du cholestérol au niveau du réticulum endoplasmique se fait par la régulation de l'activité de deux enzymes clés de la synthèse du cholestérol : la -hydroxy-3-methyl-glutaryl coenzyme A reductase (HMGCR) et la squalene monooxygénase (Luo, Yang, and Song 2020).

L'HMGCR est une enzyme limitante de la réaction de synthèse. Elle est régulée par rétrocontrôle négatif, par son taux de dégradation par ubiquitylation induite par les produits intermédiaires de la synthèse de cholestérol, par phosphorylation mais aussi au niveau transcriptionnel par action du facteur de transcription « Steroid-Responsive Element Binding Protein-2 (SREBP-2) » (Luo, Yang, and Song 2020). 1.1.4.1.1 Régulation transcriptionnelle de l'HMGCR forme, il est inactif et est associé au niveau de son domaine C-terminal à une protéine appelée SCAP qui joue un rôle de « sensor » de cholestérol. Lorsque le cholestérol est abondant dans la cellule, la liaison du cholestérol à SCAP favorise l'interaction entre SCAP et INSIG-1 (« insulin-induced gene-1 ») ce qui provoque la rétention du complexe SREBP-2/SCAP dans le réticulum endoplasmique. Cependant, lorsque le taux de cholestérol diminue dans la cellule, le complexe SCAP se détache d'INSIG-1 et le complexe SCAP/SREBP-2 migre vers l'appareil de Golgi où il subit une protéolyse par 2 enzymes : la Site 1 Protéase (S1P) et la Site 2 Protéase (S2P). SREBP-2 est alors libéré sous sa forme active, transloqué vers le noyau où il se lie aux promoteurs de ses gènes cibles tels que HMGCR et LDLR dont l'expression va permettre de rétablir le taux de cholestérol intracellulaire (Horton, Goldstein, and Brown 2002). 1.1.4.1.2 Régulation par la dégradation induite par les stérols INSIG-1 est également indispensable à la dégradation de l'enzyme HMGCR. INSIG-1 est associée à des ubiquitine ligases. Lorsque les intermédiaires de la synthèse de cholestérol s'accumulent dans la cellule, INSIG-1 est induite et se lie au domaine membranaire de l'HMGCR provoquant ainsi son ubiquitination, sa séparation de la membrane du réticulum endoplasmique et sa dégradation au niveau du protéasome. Comme INSIG-1, INSIG-2 intervient dans la dégradation de l'HMGCR par ubiquitination (Luo, Yang, and Song 2020). L'HMGCR est également régulée par de nombreuses hormones : l'insuline et la triiodothyronine augmentent son activité alors que le glucagon et le cortisol l'inhibe. La squalane monooxygénase a été récemment identifiée comme enzyme limitante de la synthèse endogène du cholestérol (Gill et al. 2011). Elle est régulée au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel. Comme l'HMGCR, elle est dégradée en présence de cholestérol à la suite de son ubiquitylation par l'ubiquitine ligase MARCH6. Au-delà de cette fonction, MARCH6 est aussi capable de « down-réguler » la voie de transcription SREBP2 et diminuer ainsi l'expression du gène codant la squalane monooxygénase (Luo, Yang, and Song 2020; Loregger et al. 2016).

1.

L'absorption du cholestérol alimentaire et l'internalisation du cholestérol plasmatique par les cellules de l'organisme sont des éléments clés du maintien de l'homéostasie du cholestérol.

1.1.4.2.1 Absorption du cholestérol par NPC1L1

NPC1L1 assure l'absorption du cholestérol au niveau des entérocytes par endocytose médiée par des puits de clathrine. NPC1L1 est régulé au niveau transcriptionnel essentiellement par SREBP2 : en présence d'un excès de cholestérol, SREBP2 régule négativement l'expression du gène NPC1L1.

1.1.4.3 La régulation de l'efflux du cholestérol

Bien que toutes les cellules de l'organisme soient capables de produire du cholestérol, aucune n'est capable de le cataboliser. Ainsi, tout excès de cholestérol doit être soit éliminé de la cellule par efflux, soit stocké sous forme de gouttelettes lipidiques

(

Luo, Yang, and Song 2020). L'efflux du cholestérol des cellules est principalement assuré par les transporteurs de la superfamille des ATP-Binding Cassette (ABC) : ABCA1, ABCG1, ABCG5 et ABCG8. ABCA1 et ABCG1 sont principalement exprimés par les macrophages alors que ABCG5 et ABCG8 sont exprimés par les hépatocytes et les entérocytes (Luo, Yang, and Song 2020). 1.1.4.4 Régulation par estérification du cholestérol L'estérification du cholestérol est un moyen physiologique pour limiter l'accumulation de cholestérol libre dans les cellules. Cette réaction, médiée par les enzymes ACAT1 et ACAT2, permet la formation de cholestérol estérifié destiné au stockage dans les gouttelettes lipidiques à l'intérieur des cellules ou à la sécrétion. ACAT1 est ubiquitaire mais elle est surtout exprimée par les macrophages de la plaque d'athérome ce qui indique qu'ACAT1 pourrait être impliquée dans le développement de l'athérosclérose (Miyazaki et al. 1998).

1.2 Physiopathologie de l'ADH

  

	L'augmentation du taux plasmatique de LDL est souvent liée à l'un des mécanismes
	suivants (Defesche et al. 2017) :
	(i) un nombre réduit ou absence de récepteurs des LDL à la surface cellulaire
	(ii) une activité réduite du récepteur des LDL d'où une diminution de l'internalisation
	des particules LDL par les cellules notamment les hépatocytes
	(iii) un défaut au niveau de l'apoB-100 qui constitue le ligand du récepteur
	(iv) une surexpression ou une augmentation de l'activité de PCSK9 ce qui favorise la
	dégradation du récepteur desLDL par les lysosomes et une réduction du nombre de
	récepteurs à la surface cellulaire.
	Plus récemment, un lien entre l'apoE, portée majoritairement par les VLDL, et l'augmentation
	L'élévation excessive et continue du taux de LDL-C chez les individus atteints d'ADH du taux de LDL a été établi et impliqué dans la physiopathologie de l'ADH (Marduel et al.
	est à l'origine de l'augmentation dose-dépendante du risque de maladies cardiovasculaires liées 2010).
	à l'athérosclérose (Ference et al. 2017). Les particules de LDL sont le transporteur principal de
	cholestérol dans l'organisme et un excès de ces particules est associé à de nombreux effets
	délétères sur la fonction vasculaire qui englobent entre autres : une altération de la réponse
	artérielle aux stimuli vasodilatateurs, l'activation de l'inflammation au niveau de la paroi
	vasculaire, la formation de cellules spumeuses à partir des cellules de la paroi vasculaire
	(macrophages et CMVL) suite à l'internalisation de particules LDL modifiées, oxydées
	notamment, par ces cellules. La formation des cellules spumeuses fait partie intégrante du
	développement de la plaque d'athérome dont l'évolution peut aboutir à des maladies
	ischémiques (par occlusion ou par thrombose) lorsqu'elle touche des vaisseaux cardiaques
	(Libby et al. 2019; Berberich and Hegele 2019). L'élimination du LDL de la circulation se fait
	principalement par le récepteur des LDL exprimé par la majorité des cellules de l'organisme
	mais essentiellement par les hépatocytes (Joseph L. Goldstein and Brown 2009).

1.3 Implication dans les maladies cardiovasculaires et l'athérosclérose

  

	l'hypertension artérielle, le tabagisme et un taux de lipoprotéine(a) supérieur à 50 mg/dl asymptomatiques (Defesche et al. 2017). Il est essentiel d'envisager un diagnostic de l'ADH
	augmentent indépendamment ce risque (Pérez de Isla et al. 2016). D'autre part, les individus chez les enfants ayant des taux constamment élevés de LDL-C supérieurs à 4,1 mmol/L (> 160
	atteints d'hypercholestérolémie familiale à l'état homozygote caractérisée par des taux mg/dL) et les adultes ayant des taux de LDL-C supérieurs à 4,9 mmol/L (> 190 md/dL) surtout
	extrêmement élevés de LDL-C (>10 mmol/L, l'équivalent de 400 mg/dl) dès la naissance, sont s'ils ont des antécédents familiaux de coronaropathies à un jeune âge et chez tous les individus
	à risque très élevé de MCV à un jeune âge (au cours des première et deuxième décennies de qui présentent des accidents CV précoces (McGowan et al. 2019).
	leur vie). Cette atteinte touche non seulement les coronaires, les carotides et les artères Le séquençage des gènes candidats par les techniques de séquençage de nouvelle
	périphériques mais aussi les valves aortiques et la région valvulaire supra-aortique (Defesche génération, qui a remplacé le dépistage en cascade depuis une dizaine d'années, représente
	et al. 2017). Une étude réalisée chez des individus ayant survécu à un accident coronarien aigu actuellement la méthode la plus efficace pour diagnostiquer les patients atteints d'ADH.
	montre que ceux atteints d'ADH présentaient un risque de récidive, pendant la première année Cependant le diagnostic clinique est la méthode la plus couramment utilisée en pratique (Lee
	qui suit l'hospitalisation, deux fois plus élevé que les personnes sans ADH malgré un traitement 2017). Le diagnostic clinique est basé sur l'association de différents éléments comprenant : les
	intensif avec des statines et un suivi du taux plasmatique de LDL-C (Nanchen et al. 2016). signes cliniques, les antécédents personnels et familiaux d'hypercholestérolémie et de maladies
	CV précoces et une élévation isolée du taux de LDL-C (Lee 2017).
	L'ADH est suspecté lorsque le taux de cholestérol total et de LDL-C est supérieur au
	1.4 Diagnostic 95 ème percentile de la population pour le même âge et le même sexe (Defesche et al. 2017). Les
	Bien que l'ADH soit une maladie génétique fréquente, elle est souvent sous-signes physiques caractéristiques de la maladie sont les xanthomes cutanés et tendineux (dépôts
	diagnostiquée et par conséquent sous traitée, ce qui expose les patients à un risque de cholestérol au niveau de la peau et des tendons), les xanthélasmas et l'arc cornéen lorsqu'ils
	L'ADH est le trouble monogénique le plus impliqué dans l'athérosclérose et les cardiovasculaire (CV) élevé (McGowan et al. 2019). Tout individu atteint et non traité, qu'il apparaissent avant l'âge de 45 ans. Les xanthomes tendineux apparaissent au niveau du dos,
	maladies cardiovasculaires associées. Elle est également associée aux coronaropathies soit homme ou femme, a un risque de 30 à 50% de développer un événement cardiaque (fatal des mains, des coudes, des genoux et du tendon d'Achille (Figure 12). Des ruptures spontanées
	ischémiques, aux AVC et à un risque augmenté de mortalité en absence de traitement adapté et ou non fatal) avant l'âge de 50 pour les hommes et 60 ans pour les femmes (Nordestgaard et al. du tendon d'Achille ont également été rapportées (Haacke and Parwaresch 1979). Cependant,
	efficace (Nordestgaard et al. 2013; Pérez de Isla et al. 2016). Une étude réalisée sur 4132 2013; McGowan et al. 2019). La cause la plus fréquente de l'ADH est une mutation au niveau ils sont souvent recherchés rétrospectivement suite à un bilan lipidique anormal (Defesche et
	individus a montré que 13% des individus atteints d'ADH vont développer une maladie du gène LDLR suivie de mutations au niveau des gènes APOB, PCSK9 ou APOE (Marduel et al. 2017).
	cardiovasculaire athéromateuse contre 4,7% de leurs apparentés non atteints (Pérez de Isla et al. 2010; Defesche et al. 2017). Il est nécessaire d'établir le diagnostic de l'ADH tôt dans la vie
	al. 2016). Le dépistage d'ADH chez des sujets atteints d'infarctus du myocarde précoce avant afin d'instaurer un traitement hypocholestérolémiant efficace permettant de retarder le
	l'âge de 50 ans a montré qu'environ 2% étaient porteurs d'une mutation causale à l'état développement de l'athérosclérose et prévenir la survenue d'accidents CV, d'où la nécessité
	hétérozygote (Do et al. 2015). L'âge avancé, l'indice de masse corporel, le diabète de type 2, d'un dépistage au sein de la même famille afin d'identifier les individus atteints mais

Diagnostic basé sur le score total

  

	Atherosclerosis Society » (Defesche et al. 2017). Les critères du DLCN utilisent un système de Critères Score
	notation combinant le taux plasmatique de LDL-C, les signes cliniques, les antécédents Histoire familiale
	Maladies cardiovasculaires à âge précoce (< 55 ans pour les hommes et < 60 familiaux de coronaropathies et les résultats du test génétique ; le diagnostic d'ADH est ans pour les femmes) chez un apparenté de 1 er degré
	considéré hautement probable lorsque le score est supérieur à 5, (Tableau 1) (McGowan et al. Ou
	2019). Les seuils des taux de LDL-C adoptés dans les critères Simone Broom correspondent Taux de LDL-C > 95 ème percentile chez un apparenté de 1 er degré et/ou
	aux valeurs caractéristiques de la population britannique, ce qui peut ne pas être applicable Xanthomes tendineux et/ou arc cornéen chez un apparenté de 1 er degré ou
	Taux de LDL-C > 95 ème percentile pour les enfants de < 18 ans	
	ailleurs dans le monde entier (McGowan et al. 2019; Gidding et al. 2015). Bien que les outils Histoire personnelle
	de diagnostic actuellement utilisés diffèrent entre eux par leur structure et la valeur seuil de Maladies cardiovasculaires à âge précoce chez le patient (< 55 ans pour les
	LDL-C permettant le diagnostic, leurs valeurs prédictives restent comparables (McGowan et hommes et < 60 ans pour les femmes)
	Maladies vasculaires cérébrales ou périphériques précoces (< 55 ans pour les	
	al. 2019). Récemment, l' « American Heart Association » a proposé un schéma de diagnostic hommes et < 60 ans pour les femmes)
	qui permet d'établir le diagnostic de l'ADH en se basant uniquement sur des critères cliniques Examen clinique
	ou une combinaison de critères cliniques et d'informations génétiques (Gidding et al. 2015). Xanthomes tendineux, ou
	Arc cornéen avant l'âge de 45 ans	
	Cependant, ces critères ne sont pas encore largement acceptés et mis en oeuvre (McGowan et
	LDL	
	(Defesche et al. 2017) al. 2019). >330 mg/dL (8,5 mmol/L)	
	Avant que le diagnostic d'ADH ne soit confirmé, il faut systématiquement exclure toute 250 -329 mg/dL (6,5 -8,5 mmol/L)
	Bien qu'il n'y ait pas de critères adoptés internationalement pour le diagnostic de hypercholestérolémie secondaire. Il s'agit notamment de l'hypothyroïdie, du syndrome 190 -249 mg/dL (4,9 -6,4 mmol/L)
	155 -189 mg/dL (4,0 -4,9 mmol/L) l'ADH, plusieurs outils de diagnostic ont été développés parmi lesquels : « US Make Early néphrotique, de la maladie obstructive du foie et des régimes alimentaires caractérisées par une Présence d'une mutation affectant la fonction du LDLR au niveau des gènes
	Diagnosis to Prevent Early Death » (MEDPED) criteria, le « UK Simon Broome system », FH consommation importante en graisses saturées et d'aliments riches en cholestérol (Defesche et LDLR, APOB ou PCSK9
	Register criteria, the « Dutch Lipid Clinic Network criteria » (DLCN) (Tableau 1), les al. 2017).
	recommandations du « National Lipid Association expert panel » (McGowan et al. 2019). Le Définitif >
	Probable	6 -8
	DLCN et les critères Simon Broome sont les seuls outils qui incorporent le résultat du test Possible 3 -5
	génétique dans leur algorithme (McGowan et al. 2019). Dans les critères Simon Broome, la Peu probable < 3
	détection d'une mutation génétique causale est suffisante pour établir un diagnostic définitif de
	l'ADH alors que dans le score DLCN, un test génétique positif doit être accompagné d'un
	critère supplémentaire (ex. un taux plasmatique élevé de LDL-C) pour satisfaire les critères de
	diagnostic (McGowan et al. 2019). En Europe, le score du DLCN a été adopté par l' « European

Tableau 1 : Les critères de diagnostic du « Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) »

  

	(modifié (McGowan et al. 2019)

1.5 Génétique 1.5.1 Généralités

  

	L'ADH est une maladie héréditaire caractérisée par une transmission autosomique
	dominante, avec les homozygotes ayant un phénotype plus sévère que les hétérozygotes
	(Defesche et al. 2017). Elle est généralement causée par une mutation d'un gène codant une
	protéine impliquée dans le catabolisme des LDL aboutissant à une diminution de leur
	internalisation et donc une augmentation des taux plasmatiques de LDL-C (Nordestgaard et al.
	2013). Il s'agit souvent de mutations perte de fonction du gène LDLR, de mutations du gène
	APOB touchant le domaine de liaison au récepteur et de mutations gain-de-fonction du gène
	PCSK9. Des mutations hétérozygotes des gènes LDLR, APOB et PCSK9 sont retrouvées chez
	60-80%, 5-10% et 1%, respectivement, des sujets ADH (Defesche et al. 2017). La prévalence
	varie géographiquement (Nordestgaard et al. 2013). Une mutation d'un quatrième gène, APOE,
	a été incriminé dans la physiopathologie des dyslipidémies dans les populations française et
	espagnole (Marduel et al. 2013; Solanas-Barca et al. 2012). La contribution respective de
	chacun de ces 4 gènes impliqués dans l'ADH chez 229 patients ADH français montre que 51%
	de la cohorte avaient un variant potentiellement délétère dans LDLR, 3,1% dans APOB, 1,7%
	dans PCSK9 et enfin 1,3% dans APOE indiquant ainsi que le gène APOE a une contribution
	significative aux variants causaux de l'ADH (Wintjens et al. 2016). Les individus atteints d'une
	ADH homozygote peuvent être soit porteurs d'une seule mutation à l'état homozygote, soit
	hétérozygote composite (porteurs de 2 mutations causales différentes du même gène) (Cuchel
	et al. 2014). Plus rarement, l'individu peut être double hétérozygote (porteur de deux mutations
	causales dans deux gènes différents) (Cuchel et al. 2014).

1.5.2 Gènes impliqués 1.5.2.1 LDLR

  

	1.5.2.1.1 Définition et synthèse
	L'existence du récepteur des LDL a été démontrée en 1974 lorsque Brown et Goldstein,
	dans le cadre de leur travail visant à expliquer la cause génétique des crises cardiaques à âge
	précoce, avaient radiomarqué des particules LDL avec de l' 125 Iode et avaient montré que les
	cellules normales, contrairement aux cellules homozygote FH, ont des sites de liaison à forte
	affinité pour le 125 I-LDL (Joseph L. Goldstein and Brown 2009; Brown and Goldstein 1986b).
	Le récepteur des LDL est le chef de file de la famille des récepteurs portant son nom. Tous les
	récepteurs de la famille du récepteur des LDL sont hautement conservés au cours de l'évolution
	(van de Sluis, Wijers, and Herz 2017). Il est impliqué dans la clairance des lipides plasmatiques
	par le foie (van de Sluis, Wijers, and Herz 2017).
	Le gène LDLR est situé sur le bras court du chromosome 19 (19p13.1-13.3) avec une
	longueur d'environ 45 kb codant pour 18 exons et 17 introns. Le récepteur des LDL est une
	protéine de 839 acides aminés qui est synthétisée dans le réticulum endoplasmique, où elle se
	replie et subit une glycosylation. Une autre glycosylation a ensuite lieu dans l'appareil de Golgi
	donnant lieu à une protéine mature. Le récepteur des LDL est formé de 5 domaines protéiques
	distincts du point de vue fonctionnel : le domaine N-terminal qui représente le domaine de
	liaison au ligand, le domaine homologue avec le récepteur de l'EGF (« Epidermal Growth

Figure 14 : Structure de l'apolipoprotéine B

  

	récepteur ne pourra pas être recyclé à la surface cellulaire mais sera dégradé au niveau du récepteurs à la surface cellulaire et par la suite une diminution de l'internalisation des particules peuvent consister en une délétion, une duplication ou un réarrangement de l'ADN 1.5.2.2 APOB est synthétisée sous forme d'un précurseur avec un peptide signal qui est clivé en parallèle à la Les niveaux d'ARNm d'APOB restent relativement stables malgré la présence d'un 1.5.2.2.5 Mutations nouvelles technologies de séquençage de l'exome entier « Whole Exome Sequencing (WES) »,
	lysosome réduisant ainsi le nombre de récepteurs à la surface cellulaire. Un bon fonctionnement LDL et une augmentation du cholestérol circulant. Ce mécanisme de régulation existe à l'état (Berberich and Hegele 2019; Defesche et al. 2017). En 1987, les travaux d'Innerarity et al ont démontré un défaut de liaison des particules traduction pour former une protéine mature de 550 KDa pour l'apoB-100 (4536 acides aminés ; certain nombre de facteurs connus pour influencer la sécrétion de l'apoB (Pullinger et al. 1989). Le gène APOB est un gène polymorphe avec plus de 900 polymorphismes listés dans la qui sont progressivement remplacées par les techniques de séquençage du génome entier
	du récepteur, la liaison des particules de LDL à leur récepteur et le recyclage de ce dernier sont physiologique et assure un taux normal de LDL circulantes. Cependant, toute mutation gain de des mutations non-sens (12 à 15%) LDL à leur récepteur résultant en une clairance inefficace des LDL de la circulation chez des 100%) ou 265 KDa pour l'apoB-48 (2152 acides aminés ; 48%) (Whitfield et al. 2004) (Figure En effet, la production de l'apoB est régulée au niveau post traductionnel, aux étapes de base de données des SNP (« Single Nucleotide Polymorphism ») du « National Centre for « Whole Genome Sequencing (WGS) », sont actuellement utilisées pour rechercher de
	des éléments essentiels au maintien d'un taux normal de LDL-C dans la circulation (Defesche fonction ou perte de fonction au niveau du gène PCSK9 serait associée à une hyper-ou des insertions ou délétions d'un petit nombre de bases dans la région codante et qui patients atteints d'hypercholestérolémie familiale hétérozygote. C'est ainsi qu'ils décrivent les 14). L'apoB contient des régions hydrophobes permettant la liaison aux lipides et des régions translocation des protéines à travers la membrane du RER vers la lumière et de dégradation Biotechnology Information » (www.ncbi.nlm.nih.gov). La capacité de l'apoB-100 à interagir nouveaux gènes causaux dans les maladies monogéniques et particulièrement l'ADH (Stitziel
	et al. 2017). hypocholestérolémie, respectivement (Abifadel et al. 2003; J. C. Cohen et al. 2006). provoquent un décalage du cadre de lecture (15 à 20%) premiers cas familiaux d'apolipoprotéine B défectueuse ou « Familial Defective apolipoprotein hydrophiles interagissant avec le milieu plasmatique aqueux. L'apoB est constituée d'une série (Whitfield et al. 2004) intracellulaire des protéines par le protéasome. La disponibilité des lipides régule aussi la avec le récepteur des LDL dépend à la fois de la séquence en acides aminés de la protéine et de et al. 2015; Bamshad et al. 2011). Ces nouvelles technologies de séquençage ont permis
	des mutations affectant l'épissage du gène LDLR et qui surviennent généralement B (FDB) » (#MIM 144010) (Innerarity et al. 1987). La mutation p.Arg3527Gln est la première d'hélices α -amphipathiques et de domaine β en feuillets, désignés NH2 -β α1 -β1 -α2 -β2 -α3 -production d'apoB (Whitfield et al. 2004; Olofsson, Asp, and Borén 1999). sa conformation, et elle est primordiale pour le maintien d'un taux plasmatiques normal de d'identifier chez des familles ADH des mutations dans le gène APOB situées dans des régions
	1.5.2.1.3 Régulation 1.5.2.1.4 Mutations dans les régions non codantes et à la limite intron-exon (8 à 10%) mutation du gène APOB responsable de la FDB (Innerarity et al. 1987). D'autres mutations du COOH, qui forment une sorte de « ceinture » entourant la particule VLDL (Segrest et al. 2001). 1.5.2.2.3 Synthèse et régulation cholestérol (Whitfield et al. 2004). non analysées en routine et dont la pathogénicité a été démontrée (Elbitar et al. 2018;
	Lorsque le cholestérol intracellulaire augmente, la production de récepteur des LDL 80% des patients ayant un diagnostic clinique d'ADH sont porteurs de mutations du des mutations faux sens (40 à 50%) (Defesche et al. 2017). gène APOB, localisées principalement dans les exons codant le domaine de liaison au récepteur L'apoB-48 comprend les deux premiers domaines, β α 1 et β 1. e domaine β α 1 est un domaine L'apoB existe sous deux formes : apoB-100 produite par le foie et apoB-48 produite par 1.5.2.2.4 Fonction Deux maladies génétiques du métabolisme lipidique sont associées à des mutations du Motazacker et al. 2012). Ces travaux démontrent l'importance du séquençage de l'intégralité
	diminue. Ce mécanisme, ainsi que l'inhibition de la HMGCR, représentent les mécanismes de gène LDLR avec plus de 2000 variants rapportés (Defesche et al. 2017) et environ 3000 variants Ces différentes classes de mutations du LDLR peuvent être réparties en deux grandes des LDL, ont par la suite été identifiées (Elbitar et al. 2018). 5 à 10% des individus atteints composite globulaire constitué des 1000 premiers acides aminés de l'apoB et ayant une l'intestin. Les 2 formes ont des fonctions différentes et sont produites par le même gène par une L'apoB joue un rôle central dans le métabolisme lipidique chez l'être humain. L'apoB-gène APOB : l'hypobêtalipoprotéinémie familiale caractérisée par une hypocholestérolémie et des gènes connus pour être impliqués dans l'ADH afin d'identifier de nouvelles mutations
	régulation du taux intracellulaire de cholestérol par réduction de l'internalisation de cholestérol décrits dans ClinVAR (Berberich and Hegele 2019). Les mutations décrites du LDLR affectent catégories (Defesche et al. 2017): d'ADH sont porteurs de mutations du gène APOB (Defesche et al. 2017). homologie avec la lipovitelline (une lipoprotéine du jaune d'oeuf) (Segrest, Jones, and Dashti modification unique de l'ARNm (Powell et al. 1987; Chen et al. 1987). L'apoB-48 résulte de 48 est indispensable à la production de chylomicrons alors que l'apoB-100 est un composant impliquant des mutations tronquantes du gène APOB, et l'ADH ou FDB caractérisée par une causales et, éventuellement, d'éviter de passer à côté d'individus doubles hétérozygotes (Elbitar
	1.5.2.1.2 Fonction plasmatique et de sa synthèse endogène (Joseph L. Goldstein and Brown 2009). Cette régulation se fait à travers la voie du SREBP déjà détaillée dans le paragraphe 1.1.4.1.1. La régulation du récepteur LDL par SREBP-2 est essentielle pour l'action des statines sur la réduction des taux de LDL plasmatiques. L'action principale des statines consiste à tous les stades de l'endocytose médiée par le récepteur. Au moins six classes de mutations sont en corrélation avec des dysfonctionnements cellulaires (Berberich and Hegele 2019) : Classe 1 : mutations associées à une absence de synthèse du récepteur Classe 2 : mutations associées à un défaut de libération du récepteur du réticulum 1999). Le domaine α 1 est capable de lier la « microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) » la substitution d'une cytosine par un uracile ce qui crée un codon stop UAA en position 2153 hypercholestérolémie et impliquant des mutations le plus souvent touchant le domaine de et al. 2018). Cette approche de diagnostic permettrait l'amélioration du dépistage familial et le structural essentiel des VLDL et des structures qui en dérivent : IDL et LDL. En plus de ce rôle (i) les mutations qui résultent en une absence totale de la synthèse du récepteur ou la 1.5.2.2.1 Définition impliquée dans l'assemblage des lipoprotéines contenant l'apoB (Segrest, Jones, and Dashti (Chen et al. 1987). Chez l'être humain adulte, APOB est constitutivement exprimé par les liaison au récepteur des LDL (Figure 15) (Whitfield et al. 2004). La mutation p.Arg3527Gln, conseil génétique, ainsi que l'élucidation des modalités de transmission de la maladie et la structural, apoB-100 est le ligand qui permet l'endocytose des particules LDL par leur récepteur synthèse d'un récepteur complètement non fonctionnel (mutation récepteur-L'apoB est une très large glycoprotéine qui joue un rôle critique dans le métabolisme 1999). Les domaines β 1 et β 2 sont associés de manière irréversible au coeur lipidique des hépatocytes et les cellules épithéliales de l'intestin. Un faible niveau d'expression a également connue par APOB3527 ou APOB3500, décrite en 1980 par Innerarity et al est la première et la compréhension des variations phénotypiques chez différents membres d'une même famille (Whitfield et al. 2004). L'apoB ne circule qu'en association avec les lipoprotéines, et négative ou mutation nulle) lipidique chez l'homme (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005) L'apoB-100 est lipoprotéines alors que les domaines α 2 et α 3 sont caractérisées par des liaisons plutôt été décrit au niveau d'autres tissus tels que les reins, le colon, l'estomac et les fibroblastes contrairement à d'autres apolipoprotéines, elle ne peut pas être librement échangée entre les plus fréquente des mutation de l'APOB impliquée dans l'ADH (Innerarity et al. 1987). Cette notamment les phénocopies.
	Le récepteur des LDL est exprimé dans le foie et dans de nombreux autres tissus extra-inhiber l'HMGCR, une enzyme clé dans la synthèse endogène de cholestérol conduisant à une endoplasmique (ii) les mutations qui résultent en la synthèse d'une certaine quantité de récepteur ou la synthétisée par le foie et constitue une apolipoprotéine majeure des VLDL, IDL et LDL réversibles avec les lipoprotéines (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005). L'apoB contient (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005) L'apoB est également produite au niveau du coeur, différentes lipoprotéines (Whitfield et al. 2004). Il a été démontré qu'un taux plasmatique élevé mutation est responsable de 95% des cas familiaux d'apolipoprotéine B défectueuse (Hopkins
	hépatiques (Go and Mani 2012). L'activité physiologique principale du récepteur des LDL est diminution du taux intracellulaire de cholestérol. SREBP2 sera donc libéré et pourra activer Classe 3 : mutations associées à un défaut de liaison du récepteur à l'apoB synthèse d'un récepteur peu efficace (mutations à récepteur défectueux). desquelles elle représente plus de 95% du contenu protéique. Les chylomicrons formés en un domaine de liaison au récepteur des LDL qui est impliqué dans la clairance des LDL, ainsi où elle est impliquée dans le maintien de l'homéostasie lipidique, et du placenta pour faciliter de lipoprotéines contenant l'apoB est un facteur de risque pour le développement de et al. 2015). Un nombre limité de mutations de l'APOB ont par la suite été identifiées et
	d'assurer l'internalisation des lipoprotéines à l'intérieur de la cellule, en particulier les LDL l'expression du LDLR et le nombre de récepteurs à la surface cellulaire. L'activation de SREBP-Classe 4 : mutations associées à un défaut de regroupement des puits de clathrine Différentes mutations du gène LDLR peuvent conduire à des taux plasmatiques période post prandiale contiennent une autre forme de l'apoB qui est l'apoB-48, produite que des VLDL et IDL, du plasma (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005). Ce dernier a le transfert de lipides de la mère au foetus (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005). l'athérosclérose. En effet, l'athérogénicité des particules LDL est en partie due à leur affinité associées à l'ADH. Elles sont toutes localisées dans une région bien spécifique du gène APOB.
	mais aussi les lipoprotéines riches en apoE. Son ligand principal est l'apoB-100 qui est 2 augmente également l'expression du gène HMGCR sans pour autant augmenter la synthèse et de l'internalisation du récepteur différents de LDL-C. Cependant, chez les individus porteurs de la même mutation, les taux exclusivement par l'intestin (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005; Kane, Hardman, and été localisé au niveau des résidus acides aminés 3359 à 3369 (site B) dans le domaine C-L'assemblage des VLDL dans l'hépatocyte nécessite la synthèse coordonnée de l'apoB-100 et pour les protéoglycanes présentes dans la paroi artérielle. L'apoB-100 et notamment ses acides En conséquence, dans le cadre du dépistage génétique de l'ADH, le diagnostic en routine a été
	l'apolipoprotéine spécifique des particules LDL (Go and Mani 2012). Il est également capable du cholestérol puisque l'enzyme est inhibée par les statines. Par conséquent, l'internalisation Classe 5 : mutations associées à un défaut de recyclage du récepteur plasmatiques moyens de LDL-C varient généralement de manière plus ou moins prévisible Paulus 1980). L'apoB-48 consiste en 48% de l'extrémité N-terminale de l'apoB-100 (Hooper, terminal de l'apoB (Borén et al. 1998). L'apoB-100 est également capable de se lier à la des lipides (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005). L'apoB est synthétisée dans le aminés en position 3359 à 3369 (site B), en plus de leur rôle de liaison au récepteur des LDL, souvent limité au séquençage par la technique Sanger de cette région où les mutations
	de lier l'apoE (Khalil et al. 2021). A pH neutre, le récepteur des LDL lie les particules LDL à des LDL par toutes les cellules de l'organisme est augmentée et le taux plasmatique de Classe 6 : mutations associées à des défauts du ciblage initial du récepteur vers la (Moorjani et al. 1993; Jansen et al. 2002). En général, les taux plasmatiques de LDL-C les plus van Bockxmeer, and Burnett 2005). lipoprotéine (a) (Lp(a)), une structure proche des LDL associée avec une glycoprotéine appelée réticulum endoplasmique rugueux (RER) et se déplace vers la lumière grâce au peptide signal, représentent le domaine de liaison des particules LDL aux protéoglycanes (Boren et al. 1998). fonctionnelles associées à l'hypercholestérolémie ont été décrites, et qui comprend un segment
	la surface cellulaire des hépatocytes. Le complexe ligand-récepteur est internalisé par endocytose médiée par le récepteur au niveau des puits de clathrine. Le complexe récepteur-LDL est par la suite transféré vers l'endosome à la suite de son exposition à un pH acide. Après la libération du ligand, le récepteur des LDL est recyclé à la surface cellulaire alors que les particules LDL sont acheminées vers le lysosome où elles seront dégradées (Joseph L. Goldstein and Brown 2009). Si la dissociation du complexe récepteur-LDL n'a pas lieu, le cholestérol est rétabli (Joseph L. Goldstein and Brown 2009). En 2003, un autre facteur de régulation du récepteur des LDL a été mis en évidence (Abifadel et al. 2003). Il s'agit de la protéine PCSK9 (« proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 ») produite et sécrétée essentiellement par le foie. Une fois dans la circulation, la protéine PCSK9 se lie au récepteur des LDL et empêche son recyclage à la surface cellulaire après l'internalisation du complexe récepteur-LDL. Ceci résulte en une diminution du nombre de membrane basolatérale de la cellule (pour les cellules polarisées épithéliales). élevés sont mesurés chez les individus présentant des mutations nulles (telles les mutations non-apolipoprotéine (a) (Seman and Breckenridge 1986), par interaction entre le domaine N-tout en étant traduite. Le peptide signal est ensuite clivé. Un repliement approprié de son de chacun des exons 26 et 29 (Elbitar et al. 2018). Grâce aux avancées dans le domaine de la Cette région n'étant pas présente dans l'apoB-48, cette dernière se lie aux protéoglycanes par 1.5.2.2.2 Structure Les mutations du gène LDLR impliquées dans l'ADH comprennent : sens ou d'épissage), et les taux les plus inférieurs sont trouvés chez les individus présentant des terminal de l'apoB-100 (acides aminés 680 à 781) et les domaines Kringle IV de types 5-8 de extrémité N-terminale est en partie médié par la formation de ponts disulfure qui sont génétique, les méthodes traditionnelles de séquençage ont été remplacées par les techniques de les acides aminés en position 84 à 94 qui semblent être masqués par le domaine C-terminal dans Le gène APOB est localisé sur le bras court du chromosome 2. Il est formé de 29 exons des variations du nombre de copies d'ADN « Copy Number Variations ou CNV » mutations moins pathogènes (c'est-à-dire les mutations faux-sens et les insertions ou délétions la Lp(a) suivie de la formation de pont disulfure (Becker et al. 2001). nécessaires à l'initiation du transfert lipidique. Le transfert des lipides vers l'apoB naissante a séquençage de nouvelle génération (NGS) pour identifier les mutations responsables de l'ADH l'apoB-100 (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005). et à une taille de 43 kb (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005). L'exon 26 de l'APOB est (8 à 10% des variants rapportés) qui, par définition, sont un type de variation sans décalage du cadre de lecture) (Defesche et al. 2017). (Elbitar et al. 2018). En effet, dans presque 18,8% des cas diagnostiqués d'ADH, aucune lieu au cours de sa traduction et sa translocation à travers le RER, un processus facilité par la considéré comme l'exon le plus long du génome humain. Il est formé de 7572 paires de bases génomique structurale, généralement d'une taille supérieure ou égale à 50 bases, impliquant des altérations du nombre de copies de régions spécifiques d'ADN qui et code plus de la moitié de l'apoB-100 (Hooper, van Bockxmeer, and Burnett 2005). L'apoB « microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) » (Whitfield et al. 2004). mutation dans les gènes connus n'est identifiée chez les patients (Marduel et al. 2010). Les

Figure 15 : Différentes mutations rapportées dans le gène APOB, provoquant une hypercholestérolémie (DBF) et une hypocholestérolémie (HBLF). Le

  

gène APOB est constitué de 29 exons. Le site de liaison du LDLR initialement décrit comme site B est formé principalement par les résidus 3386-3396 (anciennement 3359-3369). Les régions 3475-3635 et 4363-4460 sont celles classiquement séquencées lors de la recherche de mutations de l'APOB dans l'ADH. Les mutations à l'origine de l'hypocholestérolémie familiale (HBLF) sont réparties sur l'ensemble de la région codante et il s'agit principalement de variants non-sens, de décalage du cadre de lecture ou de variants d'épissage. Peu de mutations causant une hypercholestérolémie (DBF)

sont décrites et sont localisées dans une région particulière de l'APOB, la mutation p.Arg3527Gln étant la plus fréquente. D'autres mutations causales, indiquées en italique, ont été récemment décrites en dehors des régions classiques.

  

	le métabolisme des lipoprotéines, des vitamines liposolubles et du glucose, la transduction du
	signal, la métastase ou l'angiogenèse (Marais 2019)
	L'apoE est une protéine polymorphe et ses différents isoformes sont associés à
	différents taux plasmatiques de lipides et de lipoprotéines et donc à des risques
	cardiovasculaires variables (Marais 2019).
	De nombreux variants rares du gène APOE ont été impliqués dans des dyslipidémies
	primaires telles que la dysbêtalipoprotéinémie familiale « Familial Dysbetalipoproteinemia
	(FD) », l'hyperlipidémie familiale combinée « Familial Combined Hyperlipidemia (FCHL) »,
	la glomérulopathie lipoprotéique « Lipoprotein Glomerulopathy (LPG) » et l'ADH (Figure 16)
	(Khalil et al. 2021).
	APOB : apolipoprotéine B ; DBF : Dysbêtalipoprotéinémie familiale ; HBLF :
	Hypobêtalipoprotéinémie familiale ; ADH : Hypercholestérolémie autosomique
	dominante.
	(Elbitar et al. 2018)
	1.5.2.3 APOE
	ApoE est une apolipoprotéine majeure qui contrôle le métabolisme des lipoprotéines.
	Elle est exprimée dans de nombreuses cellules de l'organisme, principalement dans le foie, ainsi
	que dans le cerveau, la rate, les reins, les gonades, les glandes surrénales et les macrophages
	(Marais 2019) ce qui témoigne de son importance dans diverses voies métaboliques telles que

Table 1

 1 APOE gene mutations reported with dyslipoproteinemias.

	rs number	cDNA position*	Protein position*	Segregation	Common name	Transmission	Phenotype	Ref.
	-rs121918392	c.15G > A c.61G > A	p.Trp5* p.Glu21Lys	2 families 2 cases	ApoE5		FD (RP) HC	[74] [24,87]
	rs121918392	c.61G > A-E2	p.Glu21Lys-E2	1 case	ApoE5-ApoE2		LPG	[88]
	rs201672011/rs769455	c.91G > A/c.487C > T	p.Glu31Lys/p.Arg163Cys	1 family, 6 htz, 1 hmz	Philadelphia		FD	[89]
	CM980097	c.114G > A-E2	p.Trp38*-E2	1 case			FD	[90]
	rs121918399 rs769452	c.127C > T c.137T > C	p.Arg43Cys p.Leu46Pro	6 individual cases, 2 families 1 case	Kyoto		LPG HC	[28,79,91] [48]
	-	c.146delG	p.Gly49Valfs*29	2 family members			FD	[92]
	-/rs267606664	c.146delG/c.434G > A-E2	p.Gly49Valfs*29/p.Gly145Asp-E2	1 case			FD	[92]
	rs370594287 rs1180612218 rs11083750	c.192G > C c.295C > A-E4 c.305C > G	p.Gln64His p.Gln99Lys-E4 p.Pro102Arg	1 case 1 case 1 case	Frankfurt, ApoE5 ApoE5		FD HC HC	[79] [54] [24]
	-	c.339dupG	p.Glu114Glyfs*50	1 family	Groningen	dominant	FD	[93]
	rs11542041	c.394C > T	p.Arg132Cys	1 case	Tsukuba		LPG	[77]
	rs397514254	c.415_435dup21-E4	p.Glu139_Gly145dup-E4	1 family	Leiden	dominant	FD	[67,94]
	rs267606664	c.434G > A-E2	p.Gly145Asp-E2	1 family, 3 cases			Mixed (RP), FD	[48,69]
	rs267606664	c.434G > A	p.Gly145Asp	9 family members		dominant	FD	[94]
	rs267606664/rs267606661	c.434G > A/c.805C > G	p.Gly145Asp/p.Arg269Gly	1 case			FD	[94]
	-	c.457_480dup24	p.Val153_Arg160dup	1 case	ApoE5ss		HTG	[95]
	rs121918393	c.460C > T	p.Arg154Cys	1 family		dominant	FD	[96]
	rs121918393	c.460C > A	p.Arg154Ser	15 cases, 3 families	Christchurch	dominant	FD (RP), FCHL, HTG	[59,63,68-70]
	CM950078	c.461G > A	p.Arg154His	9 family members		recessive?	HTG	[97]
	rs121918393	c.460C > T-E2	p.Arg154Cys-E2	3 families, 1 case			FD	[84,98,99]
	-		p.Leu159_Lys161del	1 case	Tokyo		LPG	[100]
	CM043808	c.478C > A	p.Arg160Ser	1 case			FD	[101]
	CM950079	c.479G > T	p.Arg160Leu	2 family members			FD	[102]
	CM890009	c.478C > T-E4	p.Arg160Cys-E4	6 family members		dominant	FD	[71]
	-		p. Arg160_Leu162del	1 case	Maebashi		LPG	[103]
	-	c.477_491del15	p.Lys161_Arg165 del	5 family members			LPG (RP)	[80]
	-rs769455	c.484_492del9 c.487C > T	p.Leu162_Lys164del p.Arg163Cys	1 case 1 family, 1 htz and 1 hmz			FD ADH	[100] [48]
	rs769455	c.487C > T-E2	p.Arg163Cys-E2	43 cases, 39 htz, 4 hmz, 1 family		dominant	FD (RP)	[75,84]
	rs121918397	c.488G > A	p.Arg163His	1 family, 1 case	Kochi		HTG, FD	[101,104]
	CM972792	c.488G > C	p.Arg163Pro	3 cases	Sendai		LPG	[105]
	CM972792/rs121918392	c.488G > C/c.61G > A	p.Arg163Pro/p.Glu21Lys	1 case	Sendai/ApoE5		LPG	[106]
	CM890010	c.490A > G	p.Lys164Glu	2 families, 1 case	ApoE1	dominant	FD (RP)	[22,23,107]
	rs121918394	c.490A > G-E2	p.Lys164Gln-E2	3 families		dominant	FD	[66,108]
	rs121918394	c.490A > C-E2	p.Lys164Glu-E2	5 family members	Harrisburg	dominant	FD	[73]
	-/-CM064979	c.492G > C/c.493C > T c.494G > C	p.Lys164Asn/p.Arg165Trp p.Arg165Pro	3 family members 2 cases	Hammersmith Chicago	dominant	FD LPG	[109] [28,110]
	CM064979/rs121918392	c.494G > C/c.61G > A	p.Arg165Pro/p.Glu21Lys	1 case	Chicago/ApoE5		LPG	[111]
	rs746494694	c.500_502delTCC	p.Leu167del	2 ADH families, 11 cases, 3 FCHL families		dominant	ADH, HC, FCHL	[13,46-48,58,59]
	CM087959	c.502C > T	p.Arg168Cys	1 case, 1 family	Modena, Shenzhen		LPG (RP)	[81,112]
	CM075988	c.503G > C	p.Arg168Pro	1 family	Guangzhou		LPG (RP)	[82]
	CM104291	c.509C > A	p.Ala170Asp	1 case	Las Vegas		LPG	[113]
	CM088091	c.502C > G-E2/E2	p.Arg168Gly-E2/E2	1 case	Okayama, ApoE1		LPG	[114]
	-	c.518T > C	p.Leu173Pro	2 family members	Chengdu		LPG	[115]
	-	c.520-573del54	p.Gln174_Gly190del	2 family members	ApoE1		LPG	[116]
	rs7412	c.526C > T	p.Arg176Cys	hmz	ApoE2	recessive	FD	[117]
	CM111115	c.527G > C	p.Arg176Pro	7 cases	Osaka/Kurashiki		LPG	[28,118,119]
	CM111115	c.527G > C-E2	p.Arg176Pro-E2	2 cases	Osaka/Kurashiki		LPG	[120,121]
	rs1426426514	c.592C > T	p.Arg198Cys	1 case	Baden		HTG	[122]
	CM980098	c.613C > G	p.Gln205Glu	1 case	Toranomon		FD	[123]
	-	c.644C > G-E2/E2	p.Ser215Cys-E2/E2	3 case	Toyonaka		LPG, FD	[78,124,125]
	CD961785	c.679_688del10	p.Ala227Glyfs*20	1 family, 10 htz and 1 hmz		dominant	FD	[76]

(continued on next page) Y.A.
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Table 2

 2 Characteristics of ApoE7-Suita variant carriers.

	ApoE7 diagnosis	Age (y.o.)	Sex	Family	ApoE isoforms	Total-cholesterol	Triglycerides	LDL-cholesterol	HDL-cholesterol	Hyperlipidemia	Reference
	IEF	37	M	Proband	E4/E7	316	48	298	15	hLDL	[52]
	IEF	32	M	Brother	E4/E7	350	47	296	38	hLDL	[52]
	IEF	57	M	Proband	E3/E7	311	121	262	38	hLDL	[52]
	IEF	23	F	Daughter	E2/E7	206	82	158	38	N	[52]
	IEF	74	F	Proband	E3/E7	188	146	136	31	N	[52]
	IEF	40	M	Proband	E4/E7	271	586	80	26	HTG	[52]
	IEF	54	-	Proband	E3/E7	235	144	-	-	N	[53]
	IEF + SEQ IEF	55 -	M -	Proband Proband	E3/E7 E3/E7	205 -	483 -	--	49 -	HTG Type IIa	[26] [55]
	IEF	-	-	Proband	E4/E7	-	-	-	-	Type III	[55]
	IEF	-	-	Proband	E4/E7	-	-	-	-	Type IV	[55]
	IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR IEF + PCR	85 67 60 55 55 54 52 51 50 46 45 32 26 22 21 17 17 17 66 60 44 48 55 47 48 25 22 22 10 11	F M M M M F F M M F M M M F F M F F M M M M M M F M F F M M	Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband	E3/E7 E3/E7 E4/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E4/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E3/E7 E4/E7	184 177 265 201 259 202 203 183 304 189 209 252 207 186 257 205 204 125 268 310 263 127 193 281 165 192 176 157 152 131	87 99 180 164 195 73 92 78 160 116 206 199 183 49 84 90 78 182 157 167 507 338 326 376 179 99 93 65 99 66	86 122 191 137 188 122 114 124 217 132 109 177 124 103 168 135 129 47 182 228 114 39 66 56 126 87 60 62 63	80 35 37 32 32 66 70 43 55 33 59 35 46 73 72 52 60 61 36 46 50 33 41 72 46 40 56 75 64 30	N N N N N N N N hLDL N Mixed N N N N N N N N N HTG HTG HTG Mixed N N N N N N	[27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [27] [56] [56] [56] [56] [56] [56] [56] [56] [56] [56] [56] [56]

  L'athérosclérose est une maladie multifactorielle, silencieuse, qui touche les artères de moyen et gros calibre. Elle consiste en l'accumulation de lipides au niveau de la paroi artérielle conduisant à la formation de lésions fibro-lipidiques qui peuvent se compliquer par une athérothrombose. Elle est l'une des principales causes de maladies cardiovasculaires notamment l'infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux responsables d'une morbidité et d'une mortalité élevées dans le monde entier. Les cellules endothéliales, les leucocytes et surtout les cellules musculaires lisses vasculaires sont des acteurs principaux du développement de l'athérosclérose qui implique également LDL, transporteurs du cholestérol Le premier objectif de ma thèse est d'établir le spectre des variants APOE dans une cohorte de patients français atteints d'ADH. Grâce au « réseau national de recherche sur les hypercholestérolémies », nous avons réalisé le séquençage du gène APOE chez des proposants atteints d'ADH sans mutation connue dans les gènes LDLR/APOB/PCSK9 et établi le spectre de mutations APOE dans une cohorte de proposants ADH en France. 31 variants APOE rares ont été identifiés chez 76 proposants ADH préalablement classés comme « mutation-négatif ». Cependant, la complexité de la fonction de l'apoE dans l'homéostasie lipidique rend l'interprétation des nouveaux variants identifiés difficile et dépendante de nombreux facteurs. Les détails de cette étude seront développés dans la partie « Article 2 » du chapitre « Etudes pratiques ». Le gène PCSK9 code une protéine impliquée dans la régulation du nombre de récepteur des LDL, principalement hépatocytaires, en favorisant leur dégradation. Cependant, des fonctions extra-hépatiques de PCSK9 ont été démontrées par de nombreuses études, en particulier un rôle dans l'athérogenèse et le risque de maladies cardiovasculaires indépendamment du récepteur des LDL. Ce rôle implique une fonction de PCSK9 sur les SR tels que LOX-1, CD36 et LRP1 dans la paroi artérielle notamment dans les cellules musculaires lisses. A ce jour, les données de la littérature ne sont pas suffisantes pour prouver un intérêt de 'ADH est caractérisée par une élévation des LDL circulants conduisant à des maladies coronariennes. Trois gènes principaux (LDLR, APOB et PCSK9) sont responsables de l'ADH dans environ 50 à 80% des cas selon les populations étudiées (Marduel et al. 2010; Rabès, Béliard, and Carrié 2018). D'après le calcul du score de risque polygénique pondéré

	Chapitre 1 : VARIANTS APOE
	1. Introduction

dans la circulation qu'elles soient natives ou modifiées. En effet, l'hypercholestérolémie est un facteur de risque principal de l'athérosclérose. Elle peut être d'origine génétique avec une transmission autosomique dominante dite « Hypercholestérolémie à transmission autosomique dominante (ADH) ». Des mutations dans 4 gènes principaux peuvent être à l'origine de cette maladie : LDLR, APOB, PCSK9 et APOE. Le gène APOE code pour l'apolipoprotéine E (apoE) qui est une apolipoprotéine majeure impliquée dans le métabolisme des lipoprotéines. C'est une protéine polymorphe et différents isoformes sont associés à des variations des taux de lipides et de lipoprotéines et donc à un risque cardiovasculaire. Des variations rares du gène APOE ont été rapportées dans des dyslipidémies primaires et en particulier l'ADH. l'utilisation des inhibiteurs de PCSK9 dans la prévention et le traitement de l'athérosclérose audelà de la réduction des taux plasmatiques de LDL. Le deuxième objectif de ma thèse est d'évaluer le rôle joué par PCSK9 dans l'initiation et la progression de l'athérosclérose à travers son éventuelle fonction sur la régulation des divers récepteurs de lipoprotéines autre que le récepteur des LDL (y compris LOX-1, CD36 et LRP1) exprimés par les cellules musculaires lisses vasculaires. En premier temps, j'ai étudié l'expression de PCSK9 et de SR dans des aortes humaines saines ou présentant de l'athérome à différents stades. Dans un second temps, sur des cultures primaires de cellules musculaires lisses vasculaires provenant d'aortes humaines saines de donneurs d'organes, j'ai étudié l'effet du traitement par des LDL oxydées +/-PCSK9 sur l'expression des SR et les fonctions d'endocytose de ces cellules. Cette étude sera développée dans la partie « Article 3 » du chapitre « Etudes pratiques ». L(wPRS), une origine polygénique peut être suggérée chez 36 % des patients sans mutations connues (Rabès, Béliard, and Carrié 2018). Ces observations démontrent l'existence d'un plus grand niveau d'hétérogénéité génétique dans l'ADH et l'implication de gènes encore inconnus (Varret et al. 2008). C'est ainsi qu'une nouvelle mutation du gène APOE, la délétion p.Leu167del, a été identifiée dans une grande famille Française dont des membres sont diagnostiqués avec une ADH, suggérant APOE comme quatrième gène impliqué dans l'ADH (19q13.32 ; OMIM #107741) (Marduel et al. 2013). Une étude plus récente portant sur 229 patients français atteints d'ADH montre que 1,3 % de la cohorte présentaient un variant du gène APOE possiblement délétère (Wintjens et al. 2016), ce qui indique que le gène APOE contribue de manière significative aux variants causaux de l'ADH. L'objectif principal de ce travail est d'établir le spectre des variants du gène APOE dans une cohorte de proposants français atteints d'ADH sans mutation identifiée dans le gène LDLR, APOB ou PCSK9 et recrutés à travers le réseau national de recherche sur l'hypercholestérolémie.

MATERIAL AND METHODS Proband recruitment ADH

  the APOE polymorphism, rare APOE variants have also been associated with different pathologies such as familial dysbetalipoproteinemia (FD, type III) (OMIM # 617347), probands were recruited through the French National Research Network on Hypercholesterolemia that includes numerous clinicians from different cities in France. The following inclusion criteria were used: total and LDL-cholesterol values above the 95th percentile when compared to sex-and age-matched European populations(38, 39), personal and/or documented familial xanthomas and/or early coronary artery disease. For patients on regular treatment for whom pre-treatment values are not available, untreated LDL-cholesterol value was estimated using correction factors for statins ± ezetimibe medication. The correction factors were obtained by the meta-analysis of 71 reports(40). A total of 76 apparently unrelated probands without deleterious or probably deleterious variants in LDLR, PCSK9, or APOB genes from European origin were identified between 2012 and 2020. The study was performed in accordance with French bioethics regulations, with adherence to the Declaration of Helsinki principles, and all subjects gave informed consent.

	familial combined hyperlipidemia (FCHL, type IIb) (OMIM # 144250), ADH (type IIa),
	hypertriglyceridemia (HTG, type IV and V), lipoprotein glomerulopathy (LPG) (OMIM
	#611771, sea-blue histiocytosis (OMIM #269600) or late-onset Alzheimer disease (OMIM #
	104310) (37).

Since it has been stated that screening of the APOE gene is warranted in the setting of molecular diagnosis of ADH

(23)

, we included the sequencing of the APOE gene in our diagnostic pipelines for ADH. The aim of this study is to explore the molecular spectrum of APOE variants in a French ADH cohort.

  protein function using the following tools: Polyphen (genetics.bwh.harvard.edu/pph), SIFT (sift.jcvi.org) and Mutation taster (mutationtaster.org) using Alamut Visual version 2.15 in addition to Provean (http://provean.jcvi.org/index.php), Varsome (https://varsome.com) and

	Combined Annotation Dependent Depletion3 (CADD v1.2) score analysis
	(https://cadd.gs.washington.edu/snv). The potential effect on splicing of the variants was
	assessed using Alamut Visual version 2.15, Human Splicing Finder (Genomnis SAS -France),
	MaxEntScan (MIT -USA), NNSPLICE 0.9 (BDGP -USA) and GeneSplicer (CBCB software
	-USA). The presence of each molecular event in the Genome Aggregation Database
	(http://gnomad.broadinstitute.org/)	was	determined.	ClinVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), the LOVD and the Professional Human Gene Mutation (HGMD) were used to verify if each variant was previously reported in a human disease.

Different rare APOE variants identified in ADH probands in this cohort.

  However, the complexity of the function and the role of ApoE in lipid homeostasis makes the interpretation of these variants very difficult and under the influence of various factors (APOE common alleles, LDL-C rising SNPs, family segregation…). Once more, we confirmed the implication of p.Leu167del in the development of ADH and we have provided arguments supporting the contribution of APOE to the spectrum of ADH causal variants. However more functional and family studies are needed to prove the direct responsibility of each identified variant on the onset of the disease. Last, we conclude that screening of APOE should be included in the routine of the diagnosis of ADH in order to improve the prognosis and the care management of patients and their family members. The APOE gene is constituted of 4 exons. The binding site for the LDL receptor is formed primarily by residues 154 -168. The lipid binding site is formed primarily by residues 262 -290. Variants identified in the present cohort are distributed on coding-region, intronic region, promoter region and 3'UTR region. They include missense, synonymous, splicing or regulatory variants.
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conclusion, by sequencing APOE in patients diagnosed with clinical ADH without a mutation in LDLR/APOB/PCSK9, we found that a considerable number of subjects are carriers of variants in APOE.

Table 1 :

 1 TABLES Genetic and clinical characteristics of the carriers of an APOE variant in the cohort.

		APOE Variant		gender	age	MoM of LDL-C	LDL-C a	Total-C a	MoM of Triglycerides	Triglyceride s	HDL a	Clinical signs	Family history	ApoE isoforms	12-SNP GRS / decile c
	Patients with high LDL levels and normal triglyceride levels (High LDL)											
	-	c.-233G>C	p.?	F	59	2.00	7.40	9.93	1.30	1.29	1.97		Yes	E3E4	1.296	X
	rs766215051	c.-81G>A	p.?	F	40	2.40	6.96	8.46	1.31	1.06	1.01			E3E4	1.116	IX
	rs750782549	c.-78C>G	p.?	M	65	1.52	5.46	7.34	1.65	1.84	1.06	Xanthelasma (left eyelid)		E3E4	0.950	VI
	-	c.43+11G>A	p.?	M	58	1.47	5.43	7.76	1.90	2.26	1.03			E3E4	1.173	X
	rs770658351	c.44-1G>C	p.?	M	51	2.17	8.02	13.19	na	na	na			E3E4	0.722	II
												Stroke, carotid			
	rs776242156	c.68C>T	p.Ala23Val	M	43	1.48	5.17	6.72	0.57	0.68	1.29	atherosclerotic		E3E4	1.136	IX
												plaque			
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	F	66	1.59	6.21	8.87	0.96	1.03	2.20			E3E4	1.137	IX
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	F	62	1.46	5.53	8.04	0.58	0.59	2.17	Tendon xanthoma		E4E4	1.136	IX
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	M	37	1.24	4.11	6.26	1.65	1.86	1.29			E3E4	1.012	VII
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	F	62	2.18	8.28	10.34	1.56	1.58	na			E3E4	1.365	X
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	F	74	1.62	6.31	8.33	0.75	0.84	1.71		Yes	E3E4	1.149	IX
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	F	57	1.40	5.17	7.24	1.70	1.69	1.29		Yes	E3E4	1.117	IX
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	F	45	1.62	5.02	7.03	1.56	1.36	1.40			E3E4	1.240	X
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	M	46	1.65	5.95	8.12	1.34	1.64	1.42			E3E4	0.919	V
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	M	47	1.53	5.48	7.78	0.77	0.94	2.12		Yes	E3E4	1.049	VIII
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	F	33	2.25	5.87	8.35	0.75	0.84	2.10		Yes	E3E4	1.045	VIII
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	M	47	1.62	5.82	7.73	1.09	1.33	1.29		No	E3E4	1.068	VIII
	rs769452 d	c.137T>C d	p.Leu46Pro d	M	47	1.75	6.28	7.89	1.42	1.73	0.80	corneal arcus		E4E4	1.169	X
	rs767980905	c.249C>T	p.Asp83=	F	7	1.76	4.63	6.70	1.32	0.74	na			E3E4	1.047	VIII
	rs11083750	c.305C>T	p.Pro102Leu	F	48	2.09	6.48	8.21	1.22	1.06	na			E3E4	1.307	X

a mmol/L, na: not available. b Triglyceride values under statins. c Scores in deciles I-III have a strong probability of monogenic FH while scores in deciles VIII-X have strong probability of polygenic hypercholesterolemia. d Homozygote carrier. e Carries the PCSK9 L10L10 variant.

Table 2 :

 2 The frequency and predicted pathogenicity of different APOE variants identified in the cohort.

	rs number	cDNA position (NM_000041.4)	Protein position (NP_000032.1)	gnomAD MAF a (Total)	gnomAD MAF a (NFE b )	Poly-Phen 2 c	SIFT d	Mutation taster e	Splice site (Alamut)	Provean f	CADD g	ACMG Varsome h	ClinVAr i	R e f e r e n c e
	Variants reported in patients with high LDL levels and either normal triglycerids levels (High LDL), either high triglycerids levels (High LDL and TG)					
	rs750782549	c.-78C>G	5'UTR variant	0.001467 (2/136328)	0.003894 (2/51362)	na	na	D		na	14.91 (top 10%)	VUS		
	rs769452	c.137T>C	p.Leu46Pro	0.1925 (293/152188)	0.2469 (168/68034)	P	T	D		Neutral (-1.046)	0.72	Likely Benign	LB (1); VUS -P (1); with APOE4 (2) LP (1) when associated	24
	rs769455	c.487C>T	p.Arg163Cys	0.6429 (978/152126)	0.007353 (5/67996)	D	D	D		Deleterious (-4.912)	28.4 (top 1%)	VUS/P	B (1); LP (1); P (1)	24
	rs155726148	c.500_502delTCC	p.Leu167del	0.002629 (4/152132)	0.002941 (2/68002)	na	na	P		Deleterious (-7.410)	na	Likely pathogenic	P (2) Sea-blue histiocyte syndrome	23, 24, 50, 67, 68, 69
	rs267606661	c.805C>G	p.Arg269Gly	0.03022 (46/152200)	0.04851 (33/68022)	P	D	D		Deleterious (-2.916)	23.3 (top 1%)	VUS/P	NR	23
	rs374329439	c.*25C>T	3'UTR variant	0.07096 (108/152194)	0.09557 (65/68012)	na	na	P		na	5.508	VUS	NR	
	Variants reported in patients with high LDL levels and normal triglycerids levels (High LDL)									
	-	c.-233G>C	5'UTR variant	na	na	na	na	na		na	10.31 (top 10%)	na		
	rs766215051	c.-81G>A	5'UTR variant	0.005156 (7/135776)	0.003913 (2/51118)	na	na	D		na	14.13 (top 10%)	VUS		
	rs770658351	c.43+11G>A	p.?	0.0007955 (2/251410)	0 (0/113722)	na	na	P		na	13.12 (top 10%)	VUS		
	-	c.44-1G>C	p.?	na	na	na	na	D	possible effect at the nearest splice site	na	33 (top 0.1%)	Pathogenic		
	rs776242156	c.68C>T	p.Ala23Val	0.000657 (1/152206)	0 (0/68038)	B	T	P		Neutral (-0.195)	0.047	VUS/LP	NR	
	rs767980905	c.249C>T	p.Asp83=	0.002628 (4/152218)	0.004410 (3/68032)	na	na	D	possible effect at the nearest splice site	Neutral (0)	0.615	Likely Benign	LB (1)	
	rs11083750	c.305C>T	p.Pro102Leu	na	na	D	D	D		Deleterious (-8.710)	23.4 (top 1%)	Likely pathogenic	NR	
	rs573658040	c.409C>T	p.Arg137Cys	0.001972 (3/152132)	0.002942 (2/67984)	D	T	D		Neutral (-2.399)	25.8 (top 1%)	VUS/P	NR	
	rs11542035	c.410G>A	p.Arg137His	0.003287 (5/152112)	0.005883 (4/67996)	P	T	P		Neutral (-0.958)	22.1 (top 1%)	VUS/P	NR	
	rs1018669382	c.463 C>T	p.Leu155Phe	0.001315 (2/152148)	na	B	T	P		Neutral (-1.551)	5.538	VUS/P	NR	

a MAF: Mean Allele frequency in % (allele count/allele number), na: non available. b NFE: Non-Finnish European. c B: benign; D: Probably damaging; P: Possibly damaging. d T: Tolerated; D: deleterious. e D: Disease causing; P: Polymorphism. f

Table 3 :

 3 Response to statin treatment. travers cette étude, nous avons établi le spectre moléculaire complet du gène APOE dans une cohorte de proposants français atteints d'ADH non porteurs de mutations dans les gènes connus, démontrant ainsi une contribution significative de ce gène dans la maladie. Ainsi, nos résultats suggèrent que le gène APOE pourrait être responsable du phénotype ADH observé chez des sujets préalablement décrits « sans mutation ». Nous avons identifié 76 sujets diagnostiqués ADH avec un variant APOE rare parmi lesquels 49 présentaient une élévation isolée des taux plasmatiques de LDL-C et 27 présentaient des taux élevés de LDL-C et de En effet, la complexité de la fonction et du rôle de la protéine apoE dans le métabolisme lipidique rend difficile l'interprétation de l'effet des divers variants qui pourrait être influencé par de nombreux facteurs tels que les polymorphismes du gène APOE, les causes polygéniques de

		APOE Variant		gender	age a	LDL-C without treatment b	Treatement	age c	LDL-C under treatment b	Estimated reduction d	Observed reduction
	rs776242156	c.68C>T	p.Ala23Val	M	43	5.17	Atorvastatin 20	46	1.42	1.8	3.6
	rs11542035	c.410G>A	p.Arg137His	F	61	6.45	Simvastatin 20	62	3.06	1.6	2.1
	rs769455	c.487C>T	p.Arg163Cys	M	40	5.88	Atorvastatin 80 Ezetimibe 10	41	1.69	2.5	3.5
	rs155726148	c.500_502delTCC	p.Leu167del	M	69	7.24	Atorvastatin 20	70	2.74	1.8	2.6
	rs155726148	c.500_502delTCC	p.Leu167del	F	38	9.44	Atorvastatin 80	56	3.59	2.2	2.6
	rs155726148	c.500_502delTCC	p.Leu167del	F	31	6.18	Atorvastatin 80	32	5.20	2.2	1.2
	rs155726148	c.500_502delTCC	p.Leu167del	M	31	7.55	Simvastatin 20 Ezetimibe 10	38	2.87	1.8	2.6
	rs155726148	c.500_502delTTC	p.Leu167del	M	20	6.99	Rosuvastatin 5	27	3.74	1.8	1.9
	rs781722239	c.555C>T	p.Arg185=	M	65	7.81	Atorvastatin 20	65	4.29	1.8	1.8
	rs267606661	c.805C>G	p.Arg269Gly	M	51	5.73	Atorvastatin 20	58	3.18	1.8	1.8
	rs267606661	c.805C>G	p.Arg269Gly	M	59	6.33	Atorvastatin 10	59	2.49	1.6	2.5
								Mean	1.90	2.39	
								SD	0.28	0.74	
								Wilcoxon matched pairs test	p=0,0426		

a Age at lipid measurement without treatment. b mmol/L. c Age at lipid measurement under treatment. d Correction factors obtained by the meta-analysis of 71 papers

(37)

. A triglycérides. Au total, 31 variants APOE rares ont été identifiés dont 5 déjà décrits dans des dyslipidémies primaires : p.Leu167del, p.Leu46Pro, p.Arg163Cys, p.Arg269Gly et p.Gly145Asp. La délétion p.Leu167del, déjà identifiée comme mutation causale de l'ADH, a été la plus fréquemment retrouvée dans la cohorte étudiée. La pathogénicité de cette mutation a été démontrée par plusieurs études in vitro. Les résultats de notre étude suggèrent que les sujets porteurs de cette mutation présentaient un phénotype plus sévère que les porteurs d'autres variants APOE. 11 nouveaux variants exoniques faux-sens ont été identifiés dans la cohorte étudiée, dont 4 identifiés chez des sujets présentant une élévation concomitante des taux de LDL-C et de triglycérides. Bien que certains variants ont été prédits pathogènes ou probablement pathogènes par les outils de prédiction in silico, la responsabilité de ces variants dans la pathogénèse de l'ADH ne peut être confirmée sans l'étude de la ségrégation familiale ni des études fonctionnelles sur des modèles cellulaires. Des variants synonymes et des variants localisés dans des régions non codantes du gène APOE ont également été identifiés. Nous avons posé l'hypothèse que certains pourraient avoir un effet sur l'épissage du gène APOE, c'est notamment le cas du variant intronique c.44-1G>C prédit pathogène in silico et associé à un phénotype sévère. Plusieurs variants ont été identifiés dans la région du promoteur et la région 3'UTR du gène. Des études fonctionnelles sont nécessaires pour prouver leur pathogénicité. hépatocytes (El Khoury et al. 2017). Les mutations gain de fonction de PCSK9 sont associées à une augmentation de la dégradation du récepteur des LDL et une augmentation des taux plasmatiques de LDL-C et du risque cardiovasculaire associé. Deux anticorps monoclonaux anti-PCSK9 sont actuellement mis sur le marché pour le traitement de l'ADH et démontrent une grande efficacité dans la diminution des taux plasmatiques de LDL-C (jusqu'à 60%) et du risque de survenue d'événements cardiovasculaires majeurs. Dernièrement, des études in vitro et sur des modèles animaux ont suggéré un rôle direct de PCSK9 dans le développement de l'athérosclérose indépendamment de son rôle sur le récepteur des LDL (Ferri et al. 2016). 2018). Cette association était indépendante des facteurs de risque classiques dont le taux de LDL-C. L'objectif de ce travail est d'élucider le lien entre PCSK9 et la pathologie athéromateuse chez l'homme en étudiant la présence et la localisation de PCSK9 dans les aortes humaines à différents stades de l'athérosclérose, et en explorant l'effet du traitement par PCSK9 sur les fonctions d'endocytose des CMLV à travers un éventuel rôle sur l'expression des SR.

  Dans cette étude, grâce à la biobanque cardiovasculaire de coeurs explantés issus de donneurs d'organes, j'ai étudié la présence et localisation de PCSK9 dans des tissus d'aortes de la présence des calcifications), de couleur blanchâtre et qui vient couvrir le noyau lipidique. A cette étape, l'intima est assez développée et facilement détachable de la media. Après la dissection des tissus, intima et media ont été incubées pendant 24h dans du milieu de culture frais à 37 degrés et puis les milieux conditionnés de tissus ont été récupérés et congelés. Ces milieux ont permis le dosage de PCSK9 relarguées par les tissus.Les études d'immunohistochimie sur des aortes humaines ont démontré que PCSK9 est présente dans la paroi des aortes présentant de l'athérosclérose, notamment au niveau de la prolifération intimale qui représente le siège du développement de l'athérome. Les premiers Cependant, les résultats montrant une non-colocalisation de PCSK9 et de l'apoB dans la paroi artérielle ne permettent pas de confirmer cette hypothèse sans toutefois la réfuter. En effet, les études d'immunofluorescence ont montré encore une fois que PCSK9 est localisée dans le milieu intracellulaire, ce qui est en faveur d'une endocytose par les cellules, alors que l'apoB est plutôt extracellulaire et localisée dans l'espace sous endothélial pour les aortes présentant des stries lipidiques et dans le noyau lipidique acellulaire pour les aortes présentant des lésions fibro-lipidiques. Ces données suggèrent que, même si PCSK9 et apoB pénètrent la paroi artérielle ensemble, ils suivent après des parcours différents. Il est bien établi que les particules

	abdominales provenant d'individus sains ou présentant de l'athérosclérose à des stades plus ou résultats ont montré que PCSK9 est présente en intracellulaire dans l'intima aortique. Un co-
	moins avancés. marquage de PCSK9 et de l'α-actine, un marqueur des CMLV, a montré que PCSK9 était
	localisée dans les CMLV de la paroi artérielle (Figure 3 de l'article 3). Le dosage de PCSK9
	A la réception, avant d'être disséquées, les aortes abdominales sont tout d'abord dans les milieux conditionnés des aortes (en distinguant l'intima de la media) a confirmé ces
	examinées et classifiées en fonction de leur aspect microscopique en aortes saines, aortes résultats. Ce dosage est basé sur la technique ELISA Luminex® qui utilise des billes
	magnétiques fluorescentes couplées à un anticorps reconnaissant spécifiquement PCSK9. Elle
	La détection de la protéine PCSK9 dans le lysat tissulaire par Western Blot n'était pas possible,
	probablement à cause d'une éventuelle dégradation des protéines lors du processus de
	pulvérisation ou lors de la conservation. Toutefois, l'ARNm m'a servi par la suite à l'étude de
	l'expression du gène PCSK9, et les résultats ont montré que PCSK9 est peu ou pas exprimé
	dans les aortes étudiées. Ceci m'a permis de suggérer que la PCSK9 détectée dans la paroi
	artérielle n'est pas produite in situ, mais serait d'origine plasmatique. Il serait possible que la

présentant des stries lipidiques ou une lésion fibro-lipidique. En effet, les aortes saines sont caractérisées par une surface endoluminale lisse et régulière, et une intima très fine, souvent confondue avec l'endothélium, ce qui empêche sa séparation de la media formée principalement de CMLV. En conséquence, dans cette étude, les aortes saines sont réduites à la media. Les stries lipidiques, qui correspondent aux premiers dépôts de lipides dans l'intima de la paroi artérielle, se présentent par des stries de couleur jaune visibles à la surface endoluminale de l'aorte. Les stries lipidiques commencent à apparaitre tôt dans la vie ce qui rend rares les aortes saines. La présence de stries lipidiques s'accompagne souvent, de point de vue microscopique, d'une prolifération des CMLV dans l'intima permettant ainsi la séparation des couches intima et media, qui sont alors traitées de façon indépendante tout au long de l'étude. La lésion fibrolipidique est caractérisée par la présence, à la surface endoluminale de l'aorte, d'une chape fibreuse rigide (à cause a été initialement mise au point par notre équipe pour le dosage de PCSK9 dans le sérum de patients de deux cohortes de diabétiques de type 2 (cf. Annexe 2). Après l'avoir adapté pour le dosage de PCSK9 dans les milieux conditionnés d'aortes, j'ai pu confirmer l'abondance de PCSK9 dans l'intima des aortes présentant des lésions athéromateuses indépendamment de leur stade. Ces résultats ont été également confirmés par la recherche de PCSK9 dans ces milieux conditionnés par Western Blot.

Des tissus d'aortes saines, d'intima et de media d'aortes athéromateuses ont par la suite été cryo-pulvérisés. La poudre d'aortes obtenue a permis l'extraction d'ARNm et de protéines.

PCSK9 plasmatique produite par le foie et liée à l'apoB des particules LDL dans la circulation, soit délivrée à la paroi artérielle par convection radiale, où elle serait endocytée par les CMLV. de LDL convectées dans la paroi artérielle sont retenues par une interaction entre l'apoB chargée positivement et les glycosaminoglycanes de la matrice extracellulaire chargés négativement. Ceci pourrait expliquer la localisation extracellulaire de l'apoB (contenue dans les particules LDL) dans les étapes précoces de l'athérome. Les particules LDL subissent par

  L'ADH est une maladie génétique affectant le métabolisme des lipoprotéines de faible densité (LDL). Elle est caractérisée par une augmentation des taux plasmatiques de LDL en raison d'une diminution de leur catabolisme. L'ADH est associée à une accélération du processus naturel d'athérosclérose et la survenue d'accidents cardiovasculaires à un âge précoce. Ainsi, l'ADH représente un facteur de risque majeur des maladies cardiovasculaires notamment l'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux et les accidents vasculaires périphériques. Outre les dépôts vasculaires de cholestérol, l'ADH est associée à des dépôts extravasculaires notamment au niveau des tendons et de l'arc cornéen (Defesche et al. B (apoB) qui est l'apolipoprotéine principale des LDL et le ligand du récepteur des LDL. Toute modification de la séquence ou de la structure de l'apoB serait associée à une moindre liaison et donc une moindre internalisation des LDL par leur récepteur. PCSK9 est le 3 ème gène impliqué dans l'ADH. Les mutations gain de fonction de PCSK9 sont responsables d'environ 2% des cas d'ADH. En favorisant la dégradation du récepteur des LDL au niveau des lysosomes, la protéine PCSK9 induit une augmentation des taux plasmatiques de LDL (Abifadel et al. 2003; El Khoury et al. 2017). La première mutation du gène APOE responsable de l'ADH a été identifiée en 2013 dans une famille française (Marduel et al. 2013). Il s'agit de la délétion p.Leu167del (Marduel et al. 2013). Une étude portant sur 229 patients français atteints d'ADH montre que 1,3 % des sujets de la cohorte présentaient un variant du gène APOE possiblement délétère (Wintjens et al. 2016) indiquant que le gène APOE contribue de manière significative aux variants causaux de l'ADH. Khalil et al. 2021). Pour ces raisons, le séquençage du gène APOE est actuellement inclus dans nos pipelines de diagnostic de l'ADH. Dans la première partie de cette thèse, nous avons établi le spectre moléculaire du gène APOE dans une cohorte de proposants français atteints d'ADH non porteurs de mutation dans les gènes LDLR, APOB ou PCSK9. Ainsi, ce travail suggère que les variants APOE rares pourraient être responsables de l'ADH chez des individus préalablement classés « sans mutation ».

	mais également l'ADH (					
	2017).						
	APOE (OMIM #107741). Le gène LDLRAP1 (OMIM # 605747) est le seul gène identifié
	au récepteur des LDL, aux récepteurs de la famille des LRP, au récepteur des VLDL, à
	comme responsable d'une forme d'hypercholestérolémie à transmission récessive (Garcia et al.
	l'ApoER2 et aux protéoglycanes héparane sulfate (Huang and Mahley 2014). Plusieurs variants
	2001). Le gène LDLR est le plus fréquemment associé à l'ADH (presque 80% des cas) avec
	rares du gène APOE ont été rapportés dans différents types de dyslipidémies y compris la
	plus de 3000 variants identifiés dans ce gène. Il code pour le récepteur des LDL responsable de
	dysbȇtalipoprotéinémie familiale (FD pour « Familial Dysbetalipoproteinemia »),
	l'internalisation des particules LDL de la circulation, principalement au niveau hépatique
	l'hyperlipidémie	familiale	combinée	(FCHL	pour	« Familial	Combined
	Hyperlipoproteinemia »), l'hypertriglycéridémie familiale, la glomérulopathie lipoprotéique

L'ADH est une des maladies génétiques les plus fréquentes. Historiquement, sa fréquence dans la population générale était décrite à 1/500. Cependant, les estimations les plus récentes, issues d'une large méta-analyse, associent l'ADH à une fréquence de 1/313

(Beheshti et al. 2020)

. Cette fréquence varie en fonction de la population étudiée et de la région géographique, avec une fréquence plus élevée dans certaines populations caractérisées par un effet fondateur telles que la populations libanaise

(Abifadel et al. 2009

). L'ADH est génétiquement hétérogène, causée par des mutations dans les gènes LDLR (OMIM #143890, #606945), APOB (OMIM #107730, #144010), PCSK9 (OMIM # 607786) et (Defesche et al. 2017; Nordestgaard et al. 2013). Ainsi toute anomalie de la fonction de ce récepteur sera associée à une élévation des taux plasmatiques de LDL (Defesche et al. 2017). Les mutations du gène APOB sont responsables de 5 à 10% des cas d'ADH. Ce gène code l'apolipoprotéine Le gène APOE code l'apolipoprotéine E (apoE) qui entre dans la composition des lipoprotéines riches en triglycérides et leurs remnants (chylomicrons et VLDL) mais aussi des IDL, LDL, HDL et Lp(a) (Khalil et al. 2021). Elle joue un rôle important dans la clairance de ces lipoprotéines de la circulation grâce à la liaison à différents récepteurs de lipoprotéines à la surface des cellules (Khalil et al. 2021). Elle est donc impliquée dans la régulation des taux plasmatiques de lipides et l'homéostasie lipidique dans divers tissus, et ceci grâce à sa liaison Nous avons pu identifier 21 variants APOE rares chez 49 patients atteints d'ADH avec une élévation isolée du taux plasmatique de LDL-C et sans mutation dans les gènes LDLR, APOB et PCSK9, et 16 variants chez 27 patients atteints d'ADH sans mutation dans les gènes connus mais présentant un taux élevé de triglycérides. Six variants étaient communs entre les deux groupes. Le variant le plus fréquemment identifié était la délétion p.Leu167del dont la pathogénicité dans l'ADH a déjà été démontrée (Marduel et al. 2013; Cenarro et al. 2016). Ce variant est responsable de 3,1% des cas d'ADH sans mutation dans les gènes LDLR, APOB ou PCSK9 dans une étude cas contrôle en Espagne (Cenarro et al. 2016). Il serait donc intéressant de déterminer la prévalence de ce variant dans la cohorte étudiée. Quatre autres variants déjà associés à des dyslipidémies primaires ont été identifiés dans la cohorte : p.Arg163Cys, p.Arg269Gly, p.Gly145Asp, p.Leu46Pro. Ce dernier variant a été identifié chez 17 sujets dont

Table 1

 1 Implications and indications of lipid-lowering effect of the two anti-PCSK9 antibodies (alirocumab and evolocumab) that have received the FDA and EMA approvals. The percentage of reduction of the LDL-C and Lp(a) levels is given in different phase III studies Population type HeFH heterozygous familial hypercholesterolemia, HoFH homozygous familial hypercholesterolemia, GOFm gain-of-function mutations, Q2W biweekly dose, QM monthly dose, NA not analyzed; ODYSSEY MONO, a study of the efficacy and safety of alirocumab versus ezetimibe in patients with hypercholesterolemia (n = 103); ODYSSEY COMBO I, a study of the efficacy and safety of alirocumab versus placebo on top of lipid-modifying therapy in patients with high cardiovascular risk and hypercholesterolemia (n = 311); ODYSSEY COMBO II, a study of the efficacy and safety of alirocumab versus ezetimibe on top of statin in high cardiovascular risk patients with hypercholesterolemia (n = 720); ODYSSEY OPTIONS I, a study of the efficacy and safety of alirocumab in combination with other lipid-modifying treatments (n = 355); ODYSSEY OPTIONS II, a study of alirocumab added on to rosuvastatin versus other lipid-modifying treatments (n = 305); ODYSSEY ALTERNATIVE, a study of alirocumab in patients with primary hypercholesterolemia and moderate, high, or very high cardiovascular risk, who are intolerant to statins (n = 314); ODYSSEY CHOICE II, a phase III study to evaluate alirocumab in patients with hypercholesterolemia not treated with a statin (n = 233); ODYSSEY FH I, a study of the efficacy and safety of alirocumab versus placebo on top of lipid-modifying therapy in patients with heterozygous familial hypercholesterolemia not adequately controlled with their lipid-modifying therapy (n = 486); ODYSSEY FH II, a study of alirocumab in patients with heterozygous familial hypercholesterolemia (HeFH) who are not adequately controlled with their lipid-modifying therapy (n = 249); ODYSSEY HIGH FH, a study of the efficacy and safety of alirocumab versus placebo on top of lipid-modifying therapy in patients with heterozygous familial hypercholesterolemia (n = 107); ODYSSEY LONG TERM, a study of the long-term safety and tolerability of alirocumab versus placebo on top of lipid-modifying therapy in high cardiovascular risk patients with hypercholesterolemia (n = 2341). The results of the LDL-C and the Lp(a) reductions for all these latter studies are given after 24 weeks of alirocumab treatment except for that of Hopkins et al. where results are given at 8 weeks of treatment. MENDEL-2, a trial of the monoclonal antibody against PCSK9 to reduce elevated LDL-C in subjects currently not receiving drug therapy for easing lipid levels (n = 614); LAPLACE-2, the Low-density Lipoprotein Cholesterol Assessment with PCSK9 Monoclonal Antibody Inhibition Combined with Statin Therapy-2 trial (n = 2067); DESCARTES, Durable Effect of PCSK9 Antibody Compared with Placebo Study (n = 901; study duration, 52 weeks); GAUSS-2, the Goal Achievement after utilizing an anti-PCSK9 antibody in Statin Intolerant Subjects trial (n = 307); GAUSS-3, Goal Achievement After Utilizing an Anti-PCSK9 Antibody in Statin Intolerant Subjects-3 (n = 218); RUTHERFORD-2, Reduction of LDL-C with PCSK9 Inhibition in Heterozygous Familial Hypercholesterolemia Disorder Study-2 (n = 331); TAUSSIG, Trial Assessing Long Term Use of PCSK9 Inhibition in Subjects With Genetic LDL Disorders (n = 106); TESLA Part B, Trial Evaluating PCSK9 Antibody in Subjects with LDL Receptor Abnormalities (n = 49); OSLER-2, Open Label Study of Long Term Evaluation against LDL-C Trial-2 (n = 4465). The results of the LDL-C and the Lp(a) reductions for all these latter studies are given after 12 weeks of evolocumab treatment. FOURIER, Further Cardiovascular Outcomes Research With PCSK9 Inhibition in Subjects With Elevated Risk (n = 27,564)

	Alirocumab

  [95% confidence interval {CI} 1.06-1.55]), the incidence of MI (HR 1.66 [95% CI 1.05-2.63]), and the incidence of all CV events FLQ # 13 CVD 03; Groupe d'Etude des Maladies Métaboliques et Systémiques; Association Francaise des diabétiques; French Ministry of Health; Sanofi-Aventis (HR 1.22 [95% CI 1.04-1.44]), but not with CV death. Plasma PCSK9 was not associated with the incidence of CV disease in the participants of the SURDIAGENE study with high CV risk treated with statins and insulin.

TABLE 1

 1 Baseline characteristics and cumulative incidence of cardiovascular events in the DIABHYCAR and the SURDIAGENE cohorts

	DIABHYCAR cohort, N = 2911	SURDIAGENE cohort, N = 1468

a Combined incidence of CV death, non-fatal MI, stroke, heart failure leading to hospital admission.

b Combined incidence of MI, stroke, heart failure leading to hospital admission, coronary/peripheral angioplasty or bypass, CV death. c TIA data were unavailable in the SURDIAGENE cohort. diabetes. A potential explanation for the previously reported discordant results is the use of various PCSK9 assay methods attributable to the lack of a 'gold standard', as mean plasma PCSK9 levels vary

TABLE 2

 2 Association between plasma proprotein-convertase-subtilisin/kexin type 9 tertiles and cardiovascular outcomes in the DIABHYCAR cohort; crude data and adjusted data for gender, age, body mass index, current smoking (yes/no), total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, high-sensitivity C-reactive protein, glycated haemoglobin, systolic blood pressure, glomerular filtration rate, statin use, fibrate use, antihypertensive drugs, biguanide use, sulphonylurea use and study centre (geographical origin)

	DIABHYCAR cohort

a Combined incidence of CV death, non-fatal MI, stroke, heart failure leading to hospital admission. b Combined incidence of MI, stroke, heart failure leading to hospital admission, coronary/peripheral angioplasty or bypass, CV death. c TIA data were unavailable in the SURDIAGENE cohort. EL KHOURY ET AL.

TABLE 3

 3 Association between plasma proprotein-convertase-subtilisin/kexin type 9 tertiles and cardiovascular outcomes in the DIABHYCAR cohort

		DIABHYCAR cohort			SURDIAGENE cohort		
		2nd PCSK9	3rd PCSK9		2nd PCSK9	3rd PCSK9	
		tertile	tertile	P	tertile	tertile	P
		HR (95% CI)	HR (95% CI)	for trend	HR (95% CI)	HR (95% CI)	for trend
	First major CV events a					
	Crude	0.96 (0.76-1.21)	1.15 (0.92-1.43)	.23	0.99 (0.80-1.23)	1.04 (0.86-1.26)	.90
	Adjusted	1.01 (0.79-1.28)	1.34 (1.05-1.71)	.02	0.86 (0.68-1.08)	0.97 (0.76-1.24)	.94
	All CV events b						
	Crude	1.04 (0.86-1.27)	1.23 (1.02-1.48)	.03	0.93 (0.76-1.13)	1.04 (0.86-1.26)	.65
	Adjusted	1.11 (0.91-1.36)	1.37 (1.12-1.69	<.01	0.83 (0.68-1.02)	1.00 (0.81-1.24)	.92
	MI						
	Crude	0.72 (0.40-1.30)	1.61 (0.99-2.62)	.06	1.38 (0.89-2.14)	1.15 (0.73-1.82)	.59
	Adjusted	0.79 (0.43-1.47)	1.84 (1.08-3.14)	.03	1.15 (0.73-1.83)	0.90 (0.66-1.24)	.83
	Stroke /TIA c						
	Crude	1.40 (0.95-2.06)	1.50 (1.03-2.19)	.04	0.68 (0.40-1.14)	0.78 (0.48-1.28)	.31
	Adjusted	1.41 (0.94-2.10)	1.51 (1.00-2.29)	.05	0.65 (0.38-1.10)	0.71 (0.41-1.25)	.30
	CV death						
	Crude	1.24 (0.88-1.74)	1.02 (0.72-1.46)	.90	0.91 (0.69-1.20)	0.85 (0.64-1.11)	.24
	Adjusted	1.28 (0.89-1.83	1.22 (0.82-1.81)	.32	0.85 (0.64-1.14)	0.90 (0.66-1.24)	.66
	Heart failure-related hospital admissions					
	Crude	0.73 (0.46-1.14)	1.01 (0.67-1.52)	.91	1.17 (0.86-1.60)	1.15 (0.84-1.57)	.41
	Adjusted	0.83 (0.52-1.32)	1.24 (0.80-1.93)	.34	1.04 (0.75-1.45)	1.25 (0.88-1.79)	.20

CI, confidence interval; CV, cardiovascular; HR, hazard ratio; MI, myocardial infarction; PCSK9, proprotein-convertase-subtilisin/kexin type 9; TIA, transient ischaemic attack. HRs and 95% CI for 2nd and 3rd tertiles of PCSK9 (compared to 1st tertile) in crude and adjusted model: gender, age, body mass index, current smoking (yes/no), total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, high-sensitivity C-reactive protein, glycated haemoglobin, systolic blood pressure, glomerular filtration rate, statin use, fibrate use, antihypertensive drugs, biguanide use, sulphonylurea use and study centre (geographical origin).

a Combined incidence of CV death, non-fatal MI, stroke, heart failure leading to hospital admission.

b Combined incidence of MI, stroke, heart failure leading to hospital admission, coronary/peripheral angioplasty or bypass, CV death. c TIA were unavailable in the SURDIAGENE cohort.

TABLE 4

 4 Adjusted Cox regression analysis for cardiovascular events in the DIABHYCAR cohort

		HR (95% CI)				
		CV composite endpoint a	All CV events b	MI	Stroke/TIA	CV deaths
	Log PCSK9	1.28 (1.06-1.55)	1.22 (1.04-1.44)	1.66 (1.05-2.63)	1.36 (0.99-1.87)	1.09 (0.82-1.43)
	Gender (female)	0.69 (0.54-0.87)	0.55 (0.44-0.67)	0.74 (0.43-1.27)	0.54 (0.36-0.80)	0.78 (0.55-1.11)
	Age, years	1.05 (1.04-1.07)	1.04 (1.03-1.05)	1.00 (0.97-1.03)	1.06 (1.03-1.08)	1.08 (1.05-1.10)
	BMI, kg/m 2	0.98 (0.96-1.00)	0.97 (0.95-0.99)	0.98 (0.93-1.04)	0.95 (0.91-0.99)	0.98 (0.94-1.01)
	Smoking (yes)	1.00 (0.75-1.33)	1.01 (0.80-1.27)	0.96 (0.51-1.80)	1.13 (0.73-1.75)	1.14 (0.74-1.76)
	Total cholesterol, mmol/L	1.61 (1.23-2.11)	1.62 (1.29-1.44)	1.77 (0.97-3.25)	1.74 (1.13-2.68)	1.61 (1.08-2.40)
	HDL cholesterol, mmol/L	0.15 (0.06-0.38)	0.20 (0.10-0.44)	0.07 (0.01-0.63)	0.35 (0.09-1.46)	0.50 (0.13-1.91)
	Log TGs	0.74 (0.58-0.93)	0.86 (0.71-1.04)	0.68 (0.40-1.14)	0.78 (0.53-1.13)	1.04 (0.73-1.48)
	Log hsCRP	1.20 (1.10-1.32)	1.18 (1.10-1.28)	1.06 (0.86-1.32)	0.98 (0.84-1.14)	1.26 (1.10-1.45)
	HbA1c, %	1.13 (1.07-1.19)	1.08 (1.03-1.13)	1.11 (0.98-1.25)	1.15 (1.06-1.26)	1.05 (0.97-1.15)
	SBP, mm Hg	1.01 (1.00-1.01)	1.01 (1.00-1.01)	1.01 (0.99-1.02)	1.01 (1.00-1.03)	1.01 (1.00-1.02)
	eGFR, mL/min/1.73m 2	0.99 (0.99-1.00)	0.99 (0.99-1.00)	1.00 (0.98-1.01)	0.99 (0.98-1.00)	0.99 (0.98-1.00)
	Statin use (yes)	0.89 (0.62-1.28)	1.11 (0.84-1.46)	0.83 (0.37-1.85)	0.97 (0.55-1.71)	1.18 (0.71-1.96)
	Fibrate use (yes)	0.79 (0.62-1.01)	0.88 (0.72-1.08)	0.76 (0.44-1.31)	0.86 (0.58-1.28)	0.89 (0.62-1.29)
	Antihypertensive drugs	1.39 (1.12-1.71)	1.38 (1.16-1.65)	1.23 (0.77-1.96)	1.17 (0.84-1.63)	1.58 (1.12-2.22)
	Sulphonylurea use (yes)	0.85 (0.74-0.97)	0.87 (0.78-0.98)	0.0.80 (0.58-1.09)	0.81 ((0.65-1.01)	1.01 (0.82-1.24)
	Biguanide use (yes)	1.11 (0.91-1.37)	1.10 (0.93-1.31)	0.89 (0.56-1.42)	1.29 (0.92-1.81)	1.08 (0.80-1.48)
	Duration of diabetes (years)	1.01 (0.99-1.02)	1.01 (1.00-1.02)	1.02 (0.99-1.05)	1.00 (0.98-1.02)	1.01 (0.99-1.03)
	Geographic origin	0.93 (0.86-1.00)	0.96 (0.90-1.02)	0.98 (0.82-1.16)	0.95 (0.84-1.08)	0.87 (0.78-0.98)

BMI, body mass index; CV, cardiovascular; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HbA1c, glycated haemoglobin; HR, hazard ratio; hsCRP, highsensitivity C-reactive protein; IQR, interquartile range; MI, myocardial infarction; PCSK9, proprotein-convertase-subtilisin/kexin type 9; SBP, systolic blood pressure; TG, triglycerides; TIA, transient ischaemic attack; UAE, urinary albumin excretion. HRs and 95% CI in multiple adjusted model (as in Table

3

) including log-transformed plasma concentration of PCSK9.

a Combined incidence of CV death, non-fatal MI, stroke, heart failure leading to hospital admission.

b Combined incidence of MI, stroke, heart failure leading to hospital admission, coronary/peripheral angioplasty or bypass, CV death.

Table 1

 1 Lipid parameters of the proband IV-1, his parents (III-4-father; III-5-mother), his paternal aunt (III-1), as well as normolipidemic controls

	Lipid parameters	IV-1	III-4	III-5	III-1	Controls (n 5 6) Mean 6 SD	Usual concentrations
	HDL-C (mmol/L)	0.05	1.28	0.72	0.98	1.71 6 0.36	1.02-1.60
	TC (mmol/L)	2.32	3.31	5.25	4.55	5.37 6 0.77	4.10-6.60
	LDL-C (mmol/L)	0.90	1.28	3.86	2.65	3.26 6 0.55	1.70-3.50
	TG (mmol/L)	3.00	1.64	1.48	2.03	0.90 6 0.13	0.50-2.10
	PL (mmol/L)	1.44	1.75	2.61	1.71	2.78 6 0.42	1.68-3.35
	ApoA-I (g/L)	0.10	0.88	1.13	1.53	1.67 6 0.23	1.20-1.70
	ApoA-II (g/L)	0.05	0.49	0.35	0.34	0.38 6 0.07	0.32-0.54
	Apo-B (g/L)	1.10	0.80	1.38	1.18	1.00 6 0.14	0.60-130
	Apo-E (mg/dL)	3.10	3.33	4.10	5.45	4.48 6 0.82	2.30-6.30
	ApoC-III (mg/dL)	8.00	3.30	9.10	7.60	9.70 6 1.47	7.50-20.50
	ApoA-I, apolipoprotein A-I; ApoA-II, apolipoprotein A-II; Apo-B, apolipoprotein (B); HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density
	lipoprotein cholesterol; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; PL, phospholipids.		

Table 1

 1 Clinical features of THSD4 variant carriers in TAAD families.

(ElKhoury et al. 2017) 

identifiée dans des familles norvégiennes(Leren 2004) et anglaises(Sun et al. 2005). L'étude de l'effet des mutations gain-de-fonction p.Ser127Arg et p.Asp374Tyr sur l'expression du récepteur des LDL à la surface cellulaire et l'internalisation des particules LDL a montré que la PCSK9 mutée provoque une réduction de 23% du nombre de récepteurs exprimés à la surface des cellules HepG2 et une réduction de 38% de l'internalisation des LDL par rapport à la PCSK9 sauvage (WT pour wild-type)(Cameron et al. 2006). Les mutations gain-de-fonction de PCSK9 ont été regroupées en 2015 dans un article qui est basé sur les données génétiques de 12 centres distribués dans 8 pays (Hopkins et al. 2015). Seize mutations gain-de-fonction localisées tout au long du gène PCSK9 ont été rapportées et associées à des valeurs variables de LDL-C avant traitement. Les sujets porteurs de ces mutations sont caractérisés par un risque coronarien élevé avec une prévalence de 33% et un âge moyen d'apparition de 49,4 ± 13,8 ans (Hopkins et al. 2015). La découverte de mutations gain-de-fonction de PCSK9 et leur association à l'hypercholestérolémie familiale implique que, comme pour l'APOB, des mutations perte de fonction de ce même gène pourraient être responsables d'une hypocholestérolémie. C'est en allant de cette hypothèse que des équipes ont recherché des mutations de PCSK9 chez des familles caractérisées par des taux extrêmement bas de LDL-C. En 2005, deux mutations nonsens de PCSK9, p.Tyr142* et p.Cys679*, ont été identifiées aux Etats-Unis chez des sujets d'origine africaine présentant des taux bas de LDL-C (LDL-C < 58 mg/dL) (J. Cohen et al. 2005). Ces mutations étaient fréquentes dans la population afro-américaine avec une fréquence de 2,6% et sont associées à une réduction de 28% du taux de LDL-C et de 88% du risque cardiovasculaire (El Khoury et al. 2017). Plus tard, un autre variant, p.Arg46Leu, a été identifié chez des sujets d'origine caucasienne et est associé à une réduction de 15% du taux de LDL-C et de 47% du risque cardiovasculaire (J. C. Cohen et al. 2006; Humphries et al. 2009). Trois sujets homozygotes ou hétérozygotes composites pour des mutations perte de fonction de

D'autre part, des études d'immunohistochimie sur des coupes d'aortes humaines présentant de l'athérosclérose (en les comparant à des aortes saines) ont montré une présence diffuse de LOX-1 et de PCSK9, notamment au niveau des CMLV. Cependant, ces résultats devraient être confirmés par des études supplémentaires (Ding, Liu, Wang, Deng, Fan, Shahanawaz, et al. 2015a). En 2015, une étude par Demers et al a également démontré un effet de PCSK9 sur le récepteur scavenger CD36 et le métabolisme des triglycérides dans l'adipocyte. En effet, des études sur des souris et des lignées de cellules humaines ont montré que PCSK9 induit la dégradation de CD36 et régule sa fonction (Demers et al. 2015). Par des interactions protéineprotéine, PCSK9 favorise la dégradation de CD36 par des mécanismes qui dépendent des activités lysosomales et protéasomales affectant ainsi l'internalisation des ligands de CD36 des adipocytes et du tissu hépatique (Demers et al. 2015). Des études ont également été réalisées sur des souris Pcsk9 -/-et les résultats ont montré qu'en l'absence de PCSK9, l'expression protéique de CD36 est significativement augmentée dans le tissu adipeux viscéral et le foie. En conséquence, une augmentation du contenu hépatique en triglycérides et de l'internalisation d'acides gras à chaînes longues a été observée. Ces résultats montrent que PCSK9 pourrait avoir un rôle sur l'homéostasie lipidique au-delà de son rôle sur le récepteur des LDL hépatique, et ceci à travers la régulation du CD36 et de sa fonction (Demers et al. 2015). Cependant, ces résultats sont contradictoires avec les résultats obtenus par Ding et al sur CD36 dans les CMLV suggérant ainsi que l'effet de PCSK9 sur CD36 pourrait être tissu-dépendant et que des études supplémentaires sont indispensables pour confirmer les résultats obtenus. En outre, PCSK9 serait impliquée dans l'activation plaquettaire par une liaison au récepteur CD36 plaquettaire (Qi et al. 2021). Ce rôle potentiel de PCSK9 est développé dans la partie PCSK9 et activation plaquettaire (Partie 9 de ce chapitre 3).
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Cet article sera soumis début septembre au journal « Journal of Lipid Research » ABSTRACT Objectives PCSK9 is the third gene involved in familial hypercholesterolemia, a major cause of atherosclerosis. Its role in the regulation of liver LDL receptors and plasma cholesterol levels has been widely reported and anti-PCSK9 drugs are developed. Nevertheless, direct interactions between PCSK9 and the atherosclerotic pathology are not fully elucidated. We aim at demonstrating that PCSK9 promotes atherosclerosis through vascular smooth muscle cells (VSMC) involved in foam cells formation, atherosclerosis initiation and progression.

Approach and results

Healthy and atheromatous human aorta were collected, tissues were fixed, conditioned media were obtained after 24h incubation in serum-free culture medium, and primary VSMC were isolated from media of healthy aorta. We showed that PCSK9 is not synthesized in the arterial wall although present in foam cells from fatty streaks and fibrolipidic lesions compared to healthy tissues. PCSK9 concentration is significantly higher in conditioned media from atheromatous aortas compared to healthy ones. Thus demonstrating that circulating hepatic PCSK9 penetrates the arterial wall by inward convection, especially when the wall is rich in LDL. LRP1 gene is highly expressed in the arterial wall from healthy aortas and affected aortas.

PCSK9 and LOX-1 colocalize in VSMC and PCSK9 uptake is reduced by oxidized LDL.

LOX-1 and LRP1 are candidates for the endocytosis of PCSK9 by VSMC.

Conclusions

Characterization of PCSK9 within the arterial wall, with its potential implication in atherosclerosis progression, will contribute to a better understanding of the disease underlying mechanisms and reveal new indications for PCSK9 inhibitors 

Figure 4S-Measurement of LRP1 (A) and LDLR (B) expression in vascular tissues

(mRNA) obtained from human aorta (Intima and media separately) at different stages of atheroma (healthy aorta: HA, fatty streaks: FS, fibrolipidic lesion: FLL). Results are expressed as the relative mRNA expression of LDLR to HPRT using the ∆CT method. * p<0.05. 
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High-density lipoprotein cholesterol; Tangier disease; Hypoalphalipoproteinemia; ABCA1 transporter; Cholesterol efflux; Cytokines; Lebanon BACKGROUND: The Middle East region is characterized by low levels of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C). To date, no genetic study has investigated the cause of low HDL-C in the Lebanese population.

OBJECTIVE: Our objective was to study the genetic causes for hypoalphalipoproteinemia in a Lebanese family with extremely low HDL-C levels.

METHODS: We sequenced the ABCA1 gene and evaluated cholesterol efflux, inflammatory, and metabolic profiles in the proband and his family.

RESULTS: We identified the first Lebanese pathogenic variant in ABCA1 gene causing Tangier disease in a consanguineous family. The proband carried a novel homozygous pathogenic variant p.Gly592Asp in exon 14 of ABCA1, which segregated with the disease in the family. Functional study 
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Purpose: Thoracic aortic aneurysm and dissection (TAAD) is a life-threatening disease with often unrecognized inherited forms. We sought to identify novel pathogenic variants associated with autosomal dominant inheritance of TAAD. Methods: We analyzed exome sequencing data from 35 French TAAD families and performed next-generation sequencing capture panel of genes in 1114 unrelated TAAD patients. Functional effects of pathogenic variants identified were validated in cell, tissue, and mouse models. Results: We identified five functional variants in THSD4 of which two heterozygous variants lead to a premature termination codon. THSD4 encodes ADAMTSL6 (member of the ADAMTS/L superfamily), a microfibril-associated protein that promotes fibrillin-1 matrix assembly. The THSD4 variants studied lead to haploinsufficiency or impaired assembly of fibrillin-1 microfibrils. Thsd4 +/-mice showed progressive dilation of the thoracic aorta. Histologic examination of aortic samples from a patient carrying a THSD4 variant and from Thsd4 +/-mice, revealed typical medial degeneration and diffuse disruption of extracellular matrix. Conclusion: These findings highlight the role of ADAMTSL6 in aortic physiology and TAAD pathogenesis. They will improve TAAD management and help develop new targeted therapies.
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INTRODUCTION

Thoracic aortic aneurysm leading to aortic rupture or dissection (TAAD) is an asymptomatic, life-threatening disease, with 50% mortality prior to arrival to hospital and ~40% 30-day mortality for those admitted to hospital. 1 In patients with TAAD, dilation of the arterial wall associated with a progressive loss of its ability to withstand the wall tension generated by high intraluminal pressure can lead to intramural or complete acute vessel wall rupture. 2 Surgical treatment remains the main intervention to prevent dissections. 3 While TAAD can occur in the context of syndromes, including Marfan syndrome (MFS; MIM 154700), Loeys-Dietz syndrome (MIM 609192, 608967, 610168, and 
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