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Résumé :

L'Hypercholestérolémie familiale hétérozygote (HFH) est une maladie génétique autosomique
dominante caractérisée par un taux élevé de LDL-c circulant et expose a un risque accru a des
accidents cardiovasculaires précoces, en particulier I’infarctus du myocarde, les accidents
vasculaires cérébraux et les artériopathies périphériques. Plusieurs mutations causales ont été
identifiées au niveau des genes codant pour LDL-récepteur, apolipoprotéine B (Apo B), pro
protéine convertase subtilisin/kexin type 9(PSCK9) et apolipoprotéine E (Apo E). Le score de
Dutch est un outil communément utilisé par les médecins pour évaluer la probabilité du
diagnostic d’HFH. Selon les recommandations de la société européenne de cardiologie, les
sujets avec HFH sont systématiquement classifiés a haut risque pour maladie cardiovasculaire
avec un objectif LDL-c < 0.7g/dl avec une baisse initiale > a 50% du niveau basal de LDL-c.
En pratique, la proportion des individus avec HFH contrdlés qui atteint 1’objectif thérapeutique
est relativement faible. Les essais cliniques ont introduit les inhibiteurs de la PCSK9 (PCSKO9i)
comme une nouvelle classe thérapeutique prometteuse. La valeur pronostique de I’analyse
génétique par la détection d’une mutation causale génétique et son role dans la prédiction du
développement prématuré des accidents cardiovasculaires est un sujet d’actualité en
discussion. L’objectif de cette étude est d’observer tout d’abord en pratique réelle la variation
de niveau basal de LDL-c ainsi que la proportion des répondeurs au PCSK9i dans une
population avec HFH et d’évaluer en second temps si les porteurs d’'une mutation génétique

causale sont a plus haut risque de développer un événement cardiovasculaire.

Cette these a démontré une différence significative de la moyenne de variation de niveau de
LDL-c entre le groupe des patients traités par PCSKOi et statine versus le groupe des patients
traités uniquement par PCK9i (17572 vs 125+60mg/dl, p=0.002). De méme, le taux des

répondeurs définis par une réduction > 50% de niveau basal de LDL-c a été significativement



plus élevé chez les patients sous PSCKOi et statine (78.6% vs. 38.6%, p=0.001). D’autre part,
le résultat a été comparable entre le groupe de monothérapie avec PCSKOi et le groupe recevant
PCSK9i avec ézetimibe au niveau de la moyenne de variation de LDL-c (12560 vs
103+£89mg/dl, p=0.86) et le taux des répondeurs (38.6% vs 58.3%, p=0.24). L’incidence des
éveénements cardiovasculaires a été plus élevée chez les patients avec HFH et porteurs d’une
mutation génétique causale (27% vs 17.4%, p=0.048). Cependant, la courbe de Kaplan Meier
montre une survie globale sans évenements cardiovasculaires comparable entre les deux
groupes des patients avec et sans mutation causale (p=0.523). Les analyses multivariées
ajustées montrent une association positive entre la survenue d’un événement cardiovasculaire
et le niveau de LDL-c indépendamment de la présence d’une mutation génétique causale
(OR=2.47 ; 95% [1.3025-4.221], p=0.004). En revanche, 1’association entre la présence d’une
mutation génétique causale et le développement d’un événement cardiovasculaire n’est valable

qu’apres avoir exclu I’effet de LDL-c.

Pour conclure, uniquement 1’association de PSCK9i avec statine résulte en une baisse
importante du niveau de LDL-c et un taux élevé significatif des répondeurs dans une population
avec HFH. Le niveau de LDL-c est le prédicteur principal de la survenue des événements
cardiovasculaires chez les patients traités pour HFH porteurs ou non porteurs d’une mutation

génétique causale.



Abstract:

Heterozygous familial hypercholesterolemia (HFH) is an autosomal dominant genetic disorder
characterized by a chronic exposure to a high level of circulating LDL-c and increased risk of
premature cardiovascular events like myocardial infarction, stroke and peripheral arteriopathy.
Numerous causal mutations have been identified in the genes encoding the LDL receptor
(LDLR), apolipoprotein B (Apo B), proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PSCK9) and
apolipoprotein E (Apo E). Dutch score is commonly used by health care practitioners to
evaluate the probability of HFH diagnosis. Based on the recommendations of the European
society of cardiology, HFH- patients are classified at high risk for cardiovascular disease with
a goal of LDL-c level below 70mg/dl and more than 50% reduction in baseline LDL-c level.
In clinical practice, the proportion of controlled HFH-patients reaching the LDL-c target is
relatively small. Recent randomized clinical trials have introduced the PCSK9 inhibitors as a
novel promising therapeutic approach. In the setting of HFH, the prognostic value of a
causative genetic mutation and its role to predict a premature onset of cardiovascular event is
debatable. This study aims to observe in a real life experience the variation in LDL-c level
and the responder’s rate after initiation of PCSK9i therapy in HFH-population, then to evaluate
if HFH-patients’ carriers of a causative mutation are at high risk to develop cardiovascular

events.

The present study showed a significant difference in the mean variation of LDL-c between the
groups of HFH-patients treated with PCSK9 inhibitors and statins versus PSCK9 inhibitors
alone (17572 vs 125+60mg/dl, p=0.002). Also, the proportion of responders defined by more
than 50% reduction in baseline LDL-c level was significantly higher in HFH-patients receiving
PSCKQ inhibitors and statins (78.6% vs 38.6%, p=0.001). Otherwise, no significant differences
were observed between HFH-patients treated with PSCK9 inhibitors alone or with ezetimibe

3



concerning the mean variation in LDL-c level (125+60 vs 103+89 mg/dl, p=0.86) and
responder’s rate (38.6% vs 58.3%, p=0.24). The incidence of cardiovascular events was higher
in HFH-patients’ carriers of a causative mutation (27% vs 17.4%, p=0.048). However, the
Kaplan Meier curve showed a comparable event free survival between HFH-patients’ carriers
or not of a causative mutation (p=0.523). The adjusted multivariate analysis showed a positive
association between the LDL-c level and the occurrence of a cardiovascular event
independently of the presence of a causative mutation (OR=2.47, 95%CI [1.3025-4.221],
p=0.004). In opposition, the association of cardiovascular event and causative mutation was

only valid after excluding the effect of LDL-c.

To conclude, in a context of HFH, the remarkable reduction in baseline LDL-c level and the
great proportion of responders were only observed when PCSK?9 inhibitors were associated
with statins. The LDL-c level is the main independent predictor of the occurrence of

cardiovascular events in HFH-patients’ carriers or not of a causative genetic mutation.
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1. Introduction

L’hypercholestérolémie familiale est une maladie génétique de transmission autosomique
dominante sous deux formes : hétérozygote (la plus fréquente) et homozygote (la plus grave).
L’hypercholestérolémie familiale hétérozygote (HFH) touche 1 sur 313 a 120 individus [1-3].
Les sujets avec HFH sont exposés a un niveau élevé de LDL-c circulant plasmatique pour
donner suite a un risque accru des événements cardiovasculaires prématurés. Un infarctus de
myocarde ou un accident vasculaire cérébral ou une artériopathie peuvent étre la présentation
initiale d’une HFH [4]. Le Dutch Lipid Clinic Network Score (DLCNS) est un outil diagnostic
utilisé par les spécialistes pour évaluer la probabilit¢ d’HFH. Il comporte les parametres
suivants : histoire familiale de maladie cardiovasculaire prématurée chez les parents de premier
degré, histoire personnelle de maladie cardiovasculaire prématurée ou des signes cliniques
d’hypercholestérolémie (xanthomes tendineux ou arc cornéen précoce avant 45 ans), le niveau
circulant de LDL-c plasmatique avant traitement et I’analyse de génétique moléculaire [5]. Ce
score classifie la probabilité d’hypercholestérolémie familiale en quatre catégories : peu
probable (0-2 points), possible (3-5 points), probable (6-8 points) et définie (>8 points). Il
permet aussi le dépistage des sujets asymptomatiques parmi les membres de famille des
patients avec HFH permettant une initiation précoce d’un traitement médical et une
stratification du pronostic [6-7]. Les mutations génétiques traditionnelles décrites dans ’HFH
affectent les génes codant pour les récepteurs de LDL (LDLR), I’apolipoprotéine B (Apo B) et
la pro protéine convertase subtelisin/kexin type 9 (PCSK9) [8]. Récemment, la mutation au
niveau du géne codant 1’apolipoprotéine E (Apo E) est considérée comme une mutation causale
ou facteur d’exacerbation du phénotype d’HFH [7,9-10]. La société Européenne de cardiologie
considere les patients avec HFH a haut risque pour maladie cardiovasculaire avec objectif de
LDL-c <70mg/dl et une réduction initiale > 50% de taux basal de LDL-c [11]. Cet objectif

constitue un grand défi pour les spécialistes en pratique clinique car une faible proportion des
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patients avec HFH est contrdlée. Les statines sont recommandées en premiere ligne
thérapeutique et ont démontré la preuve de leur niveau d’efficacité. Les arthralgies et la
myalgie sont des effets secondaires associés a la prise des statines et provoquant a un certain
point une interruption de la prise médicamenteuse. L’arrét d’un traitement par statine est
recommandé en cas d’une augmentation des CPK dépassant dix fois la limite supérieure de la
normale, augmentation des enzymes hépatiques dépassant trois fois la limite supérieure de la
normale et apparition des douleurs ou faiblesse musculaires. Les inhibiteurs de la PCSK9
représentent une nouvelle classe thérapeutique chez les patients qui ne tolérent pas les statines
et/ou avec un niveau LDL-c non contrdlé malgré un traitement médical optimal. Les essais
cliniques ont montré une moyenne de réduction de taux de LDL-c de 60% avec les inhibiteurs
de la PCSK9 [11-12]. Certaines études cliniques ont aussi évalué 1’effet synergique des
inhibiteurs de la PCSK9 avec la lipoprotéine aphérése [13]. Avec 1’augmentation de
I’utilisation des inhibiteurs de la PSCK9, nombreuses constatations et préoccupations ont été
soulevés tel que la variabilité¢ interindividuelle, I’impact de la présence des mutations
génétiques et les anomalies des récepteurs de LDL et I’importance d’un pré-traitement avec les
statines. Une résistance aux inhibiteurs de la PCSK9 avec une diminution de leur efficacité a
¢té rapportée chez les patients avec des anomalies des récepteurs de LDL ou d’autres anomalies
génétiques [14-15]. D’autre part, le risque de coronaropathie est plus élevé chez les patients
avec HFH. On note une multiplication du risque par six en comparaison avec les autres patients
ayant une dyslipidémie et par 22 chez les patients avec HFH porteurs d’'une mutation génétique
causale et un taux de LDL-c >190mg/dl [16]. Dans le contexte d’une HFH, les données en
pratique réelle sur 1’efficacité des inhibiteurs de la PCSK9 et en particulier si prescrit en
monothérapie ou en association avec les statines sont tres limitées. En plus, ’association entre
la détection d’une mutation causale et 1’augmentation du risque de développement d’un
évenement cardiovasculaire en cas d’HFH sous traitement est rarement évalué. La plupart des
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études publiées comparent la différence du risque entre les patients avec une HFH et la

population générale.

2. Hypothese et objectif

Cette these vise en premier a évaluer en vie réelle la moyenne de variation de LDL-c et le taux
des répondeurs définies par une baisse >50% de LDL-c basal chez une population avec HFH
apres I’introduction des inhibiteurs de PSCK9 et comparer la différence entre une introduction
en monothérapie versus en association avec les statines + ézetimibe. Ensuite, on évalue
I’association entre la détection d’une mutation génétique causale et le développement d’un
évenement cardiovasculaire chez une population avec HFH sous traitement médical en
comparant la différence des incidences des événements cardiovasculaires entre HFH-porteurs

d’une mutation causale versus HFH-sans mutation causale.

3. Résultats Majeurs

Apres six mois d’introduction des inhibiteurs de PCSK9, la moyenne de réduction de LDL-C
est de 125+60mg/dl (en monothérapie), 103+77mg/dl (en association avec ézetimibe) et
175+£70mg/dl (en association avec statine et ézetimibe). Ceci correspond a une baisse de LDL-
c de 44.2%, 41.7% et 66.3% respectivement. Le taux de répondeurs a été 38.6%, 58.3% et
78.6% respectivement. La moyenne de variation de LDL-c et le taux des répondeurs observés
ont été significativement plus important en cas d’administration simultanée des inhibiteurs de

PCSK9 avec les statines.

Une mutation génétique causale a été retrouvé chez 42.2% de la population étudiée.
L’incidence des événement cardiovasculaires est de 27% chez les patients avec HFH porteurs
d’une mutation causale versus 17.4% chez les patients avec HFH sans mutation causale. La
courbe de Kaplan-Meier montre 1’absence de différence de survie sans événement

cardiovasculaire entre les 2 groupes (p=0.523). La moyenne de LDL-c est le prédicteur
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principal de la survenue des événements cardiovasculaire chez une population avec HFH sous

traitement [OR=2.347, 95%CI (1.305-4.221), p=0.004].

4, Présentation des travaux de recherche

V.1 Article : Efficacité en vie réelle des inhibiteurs de la PCSK9 chez une
population avec HFH référée pour lipoprotéine aphérese

IV.1.1 Méthodologie

IV.1.1.1 Objectif

Cette cohorte vise a évaluer I’efficacité des inhibiteurs de la PCSK9 (PSCK9i) chez une
population avec HFH et comparer la différence entre une monothérapie versus une association

avec les autres hypolipémiants.

IV.1.1.2 Schéma de I’étude

Nous avons conduit une étude observationnelle monocentrique sur les patients référés pour
lipoprotéine aphérese au département de cardiologie de CHU-Toulouse entre Mars 2018 et
septembre 2019. Les patients avec un diagnostic d’HFH selon le Dutch Lipid Clinic Network
Score (DLNS) [5] et ayant les criteres de remboursement d’alirocumab en France ont été inclus
dans cette cohorte. Par suite, les critéres d’inclusion nécessitent un niveau de LDL-C
>300mg/dl si prévention primaire et >200mg/dl si prévention secondaire. Un traitement par
alirocumab a été introduit pendant 6 mois sous forme d’une injection sous cutanée de 150mg
toutes les deux semaines en association au traitement médical maximal initialement tolére par

les patients. Par conséquence, les participants dans cette étude ont été réparti en trois groupes
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. inhibiteur de la PCSK9 (PSCK9i) en monothérapie, PSCK9i avec ézetimibe et PCSK9i avec
statine et ézetimibe. Les patients des deux premiers groupes sont considérés intolérants aux
statines. L’intolérance aux statines est définie par l’incapacité a tolérer au moins deux

molécules de statine différentes dont une prescrite a la plus faible dose.

IV.1.1.3 Collection des données et analyses statistiques

Durant la premiere visite, les patients ont été examinés par un cardiologue avec collection des
antécédents personnels et familiaux. Les participants dans 1’étude ont été éduqués pour I’auto-
réalisation de 1’injection sous cutané d’alirocumab. Le bilan lipidique a été collecté avant et
aprés 6 mois d’initiation de PCSK9i. L’objectif primaire est d’évaluer la moyenne de variation
en LDL-c et de comparer la différence entre les trois groupes de 1’étude. Les variables
quantitatives sont représentées par moyenne et déviation standard tandis que les variables
qualitatives par effectif et pourcentage. L’analyse des variances (ANOVA) a été utilisée pour
comparer la moyenne des variables quantitatives et la moyenne de variation de LDL-c entre
les trois groupes. Le test de Chi2 ou Fischer ont été utilisés pour comparer la distribution des
variables qualitatives entre les groupes. Une analyse multivariée linaire a été conduite pour
identifier les facteurs associés avec le pourcentage de réduction de LDL-c et une analyse
multivariée de régression logistique a été réalisée pour identifier les prédicteurs des répondeurs
au PCSKOi. Les analyses multivariées ont été ajustées sur 1’age, le sexe, le type de prévention
(primaire ou secondaire) et le taux basal de bilan lipidique. Une valeur p < 0.05 est considérée

statistiquement significatif.

IV.1.2. Résultats
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Au total, 123 patients avec HFH ont participé dans cette étude et réparti dans trois groupes
(Table 1). La table 1 montre les caractéristiques des participants. La moyenne d’age est de
59+11 ans et 66 patients (53.7%) sont des hommes. Concernant les facteurs de risque
cardiovasculaire, 4 (3.3%) sont des fumeurs, 30 (24.4%) hypertendus et 9 (7.3%) diabétiques.
Pour le traitement médical, 95 (77.2%) patients sont considérés intolérants a la statine et parmi
eux 12 (9.8%) sont traités par ézetimibe. Les autres 28 (22.8%) participants dans I’étude sont
traités par statine et ézetimibe avant I’initiation de PSCK9i. 29 (23.6%) des participants ont été
traité en prévention primaire tandis que 94 (76.4%) ont été traité en prévention secondaire avec
un antécédent de maladie coronarienne (87.2%), accident vasculaire ischémique (3.2%) et
artériopathie périphérique (12.8%). Les moyennes basales de cholestérol total, LDL-c, HDL-c
et triglycéride sont 361+81 mg/dl, 277+78 mg/dl, 52+13 mg/dl et 168+69mg/dI
respectivement. Apres initiation des PSCKOi, la baisse observée de la moyenne de LDL-c est
de 49.1% dans la population totale avec un passage de 277+78 mg/dl a 141+84 mg/dl, de 44.2%
dans le groupe sous PSCK9i en monothérapie (n=83) avec un passage de 283+81 mg/dl a
158+83 mg/dl, de 41.7% dans le groupe sous PSCKOi et ézetimibe (n=12) avec un passage de
247+68 mg/dl a 144+100 mg/dl et de 66.3% dans le groupe sous PSCKOi, statine et ézetimibe

(n=28) avec un passage de 264+78 mg/dl a 89+57 mg/dl (Figures 1, 2).
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Figure 1. Le pourcentage de réduction de LDL-c (mg/dl) apres I’introduction des inhibiteurs
de la PCSK9 (PCSKOi).
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Figure 2. La cascade de variation (%) de LDL-c chez 123 participants avec
hypercholestérolémie familiale hétérozygote aprés initiation des inhibiteurs de la PSCK9.

Les analyses statistiqgues (ANOVA) montrent une différence significative de la moyenne de

réduction de LDL-c entre le groupe sous PCSK9i, statine et ézetimibe et les deux autres groupes
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sous PCSK9i seul (p=0.002) et sous PCSKJi et ézetimibe (p=0.006). En revanche, on note une
absence de différence significative entre le groupe sous PCSKOi et le groupe sous PCSK9i et
¢zetimibe (Table 2). En plus, I’analyse multivariée linéaire montre une association entre le
groupe sous PSCKOi + statine + ézetimibe et le pourcentage de réduction de LDL-c (f=-20.21,
95% CI [-30.46 ; -9.95], p < 0.0001). D’autre part, le taux de répondeurs observé avec une
baisse > 50% de taux de LDL-c est de 49.6% (61/123) dans la population étudiée, 38.6%
(32/83) dans le groupe sous PSCKO9i seul, 58.3% (7/12) dans le groupe sous PCSKO9i +
ézetimibe, et 78.6% (22/28) dans le groupe sous PSCK9i+statine+ézetimibe. Les analyses
statistiques  montrent une  association  positive entre le traitement par
PCSKOi+statine+ézetimibe et le taux de répondeurs [OR=6, 95% CI (2-17.6), p=0.001] et une
association négative entre la moyenne basale de LDL-c et le taux de répondeurs [OR=0.46,
95% CI (0.26 -0.82), p=0.009] (Table 3). Le tableau 4 montre la répartition individuelle des

mutations génétiques chez les 123 participants.

VI1.1.3 Discussion

Cette ¢tude reflete en vie réelle et en pratique clinique 1’effet de I’introduction de PCSK9i1 chez
une population avec HFH systématiquement classifiée a haut risque cardiovasculaire avec un
objectif de baisse initiale de LDL-c > a 50% et un taux final de LDL-c < 70mg/dl [11]. Dans
cette étude, I'utilisation de PCSK91 résulte en une moyenne de réduction de 49.1% de LDL-c.
Ce résultat est comparable a celui-ci rapporté dans la littérature avec une baisse de LDL-c allant

de 43% jusqu’a 69% [17-25].

Les recommandations de la société Européenne de cardiologie en 2019 notent une efficacité
constante des PCSK9i indépendamment de la thérapie en arriére-plan [11]. Le résultat publié
par Ridker et al est en ligne avec cette recommandation [26]. Nous avons retrouvé un effet

synergique entre la statine et le PSCK9i et non plus avec 1’ézetimibe. En ligne avec notre
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résultat, Desmukh et al rapportent 1I’absence des bénéfices additionnels liés a 1’association de
PCSKDYi et I’ézetimibe d’une part [27] et Rallidis et al ont démontré une potentialisation de
I’efficacité des PCSK9i avec la prise concomitante d’une statine d’autre part [28]. Les statines
activent le « sterol regulatory element binding protein transcription factor » en réduisant le
cholestérol hépatique intracellulaire ce qui augmente 1’expression des récepteurs de LDL-c et
le taux circulant de la protéine PCSK9 [12]. Une augmentation de 7.4% a 35% de taux de
PCSKO9 circulante est observée aprés 1’administration des statines [29]. Cette augmentation de
I’expression de la protéine PCSK9 induite par les statines expliquent la majoration de I’effet

des PCSKU9i en cas d’une prise concomitante avec une statine.

Dans notre étude, la proportion des répondeurs avec une baisse > 50% de LDL-c est de 49.6%
et elle est plus faible que celle décrite dans la littérature (56% a 85.4%) [17-25] et les essais
cliniques (65% a 85%) [30-32]. Ceci peut étre expliqué par la proportion élevée des participants
intolérants a la statine et par le niveau basal tres élevé de LDL-c (277mg/dl) comparé aux autres
études (de 155mg/dl a 219mg/dl). Les analyses statistiques ont démontré une association
inversement proportionnelle entre le taux basal de LDL-c et le taux des répondeurs. Plus le

taux de LDL-c est bas, plus la baisse de LDL-c est importante.

En résumé, cette étude conclue a I’efficacité des PSCK9i dans une population avec HFH avec
une moyenne de variation de LDL-c observée comparable aux essais cliniques et compatible
avec les recommandations (>50%). Nous avons observé une efficacité supérieure en cas
d’administration avec une statine sans aucune bénéfice additionnelle attribuée a I’ézetimibe et
en cas ou le niveau basal de LDL-c est plus bas. Il est important a signaler que malgré la baisse
significative de la moyenne de LDL-c, la proportion des participants atteignant 1’objectif

recommandé de LDL-c < 70mg/dl reste relativement faible.
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IV.2 Effet de la Mutation Génétique Causale sur le Risque d’Athérosclérose

Chez les patients avec Hypercholestérolémie Familiale Hétérozygote

IV.2.1 Méthodologie

IV.2.1.1 Objectif

Cette étude vise a comparer si les patients avec hypercholestérolémie familiale hétérozygote
(HFH) porteurs d’une mutation génétique causale sous traitement médical sont a plus haut

risque de développer un événement cardiovasculaire.

IV.2.1.2 Schéma de I’étude

Nous avons conduit une cohorte rétrospective sur 854 patients référés au département de
cardiologie préventive au CHU-Toulouse et ayant le résultat d’analyse génétique de I’ADN
disponible. Les patients ont été suivi de la date du premier bilan lipidique disponible jusqu’a la
date de survenue d’un événement cardiovasculaire ou la date du dernier suivi médical. Tous
les bilans lipidiques réalisés durant la période de suivi ont été collectés. Nous avons calculé le
DLCNS et la moyenne de LDL-c pour chaque participant dans I’étude. Les patients agés de
plus que 18 ans et qui remplissent les criteéres diagnostiques possible, probable et défini d’HFH
selon le DLCNS ont été inclus dans I’é¢tude (289 patients). Les patients avec des données
manquantes (absence de suivi), de moins de 18 ans, avec une moyenne de LDL-c < 155mg/dl
et avec un DLCNS < 3 (diagnostique peu probable pour HFH) ont été exclus de I’étude (558
patients). Un patient avec hypercholestérolémie familiale homozygote et 6 patients porteurs
d’une mutation génétique d’une signification inconnue ont été aussi exclus. En premier, la

population étudiée a été divisé en deux groupes en fonction de la survenue ou pas d’un
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évenement cardiovasculaire et ensuite en fonction de la présence ou pas d’une mutation

génétique causale.

IV.2.1.3 Collection des données et analyses statistiques

Les caractéristiques des participants et les résultats de tous les bilans lipidiques (cholestérol
total, LDL-c, HDL-c, triglycéride, Lp (a), Apo Al et Apo B) réalisés durant la période de suivi
ont été collectés. Les évenements cardiovasculaires sont définis par une réduction > 50% des
arteres des membres inférieurs ou des carotides, un accident vasculaire cérébral ischémique et
une sténose > 50% d’une artere coronaire. Le séquengage d’ADN des genes codant pour LDL-
R, PSCK9, APOB et APOE a éte réalisé. Les variantes géneétiques ainsi que leurs natures
causales ont été vérifiées par « RJP » et consécutivement classifiées comme pathogene,
probablement pathogene, variante de signification inconnue, probablement bénigne et bénigne.
Ensuite, les variantes génétiques considérées comme pathogenes ou probablement pathogénes
ont été divisées en fonction de leurs conséquences en deux sous-groupes : modérées ou Severes.
Les formes séveres incluent les larges réarrangements, mutation « non-sens », mutations
décalantes (décalage de cadre du lecture) et mutations des sites d’épissage. Les formes
modérées incluent la mutation faux-sens, de délétion et de duplication. Le groupe des
participants avec HFH porteurs d’une mutation causale incluent les patients avec des mutations
considérées pathogenes ou probablement pathogenes. Les variables quantitatives sont
représentées par moyenne et déviation standard tandis que les variables qualitatives par effectif
et pourcentage. Le test de Chi2 ou Fischer ont été utilisés pour comparer la distribution des
variables qualitatives entre les groupes tandis que le test t de student a été utilisé pour comparer
la moyenne des variables quantitatives entre les groupes. La normalité de la distribution et
I’égalité des variances (homoscédasticité) pour les variables continues ont été vérifiées. La

courbe de Kaplan Meier et le test de Log Rank ont été utilisés pour I’analyse de survie.
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L’analyse multivariée de régression logistique a été réalisée pour évaluer 1’association entre le
développement d’un événement cardiovasculaire et la présence d’une mutation génétique

causale. Une valeur p < 0.05 est considérée statistiquement significatif.

1V.2.2 Résultat

Parmi les 854 patients filtrés, 289 ont ét¢ inclus dans 1’étude. La moyenne d’age est de 49+13
ans et 37% des participants sont des hommes. Selon le DLCNS, le diagnostique d’HFH est
défini (>8 points) dans 48.8%, probable (6-8 points) dans 4.2%, et possible (3-5points) dans
47.1% des cas. L’analyse génétique détecte une mutation causale chez 42.2% des participants.
La mutation causale implique le géne codant pour LDLR dans 36.6%, APOB dans 7.6%,

PCSK9 dans 0.3% et APOE dans 0.7% (Figure 3).

0.30% . 0.70%

® No mutation = LDLR = ApoB PCSKS = ApoE

Figure 3. Diagramme représentant la prévalence des mutations parmi les participants dans
I’étude.
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Pendant une moyenne de suivi de 5.97+£5.97 années, 21.5% des participants développent un
évenement cardiovasculaire : sténose coronaire (18.2%), accident vasculaire ischémique
(1.4%) et artériopathie périphérique (1.4%). Comparé aux autres, les patients avec HFH qui
développent un événement cardiovasculaire sont plus des hommes (48.4% vs. 33.9%,
p=0.037), plus agés (52+12 vs. 48+13, p=0.027), présentent des moyennes plus élevées de
cholestérol total (310£74 vs. 288146, p=0.029) et de LDL-c (233+66 vs. 20741, p=0.004) et
plus porteurs d’une mutation causale (53.2% vs. 39.2%, p=0.048) (Table 5). D’autre part, les
patients porteurs d’une mutation causale sont plus jeunes (4514 vs 52+11, p=0.001) avec une
moyenne de LDL-c plus élevée (226459 vs. 203+37, p=0.001) et une prévalence des
évenements cardiovasculaires plus importante (27% vs. 17.4%, p=0.048) (Table 6). Apres
ajustement sur les facteurs de confusion (&ge, sexe, HDL-c et LDL-c), I’analyse multivariée
montre une association positive entre le niveau de LDL-c [OR=2.658 ; 95% CI (1.495-4.729),
p=0.001] et I’age [OR=1.034; 95% CI (1.009-1.060), p=0.008] et le développement
d’événement cardiovasculaire. Cependant, le niveau de HDL-c montre une tendance vers une
association négative [OR=0.132, 95% CI (0.016-1.073), p=0.058] (Table 7- Modeéle 1). En
opposition de 1’analyse bivariée, la détection d’une mutation causative n’est pas
significativement associ¢ée avec le développement d’un éveénement -cardiovasculaire
[OR=1.713 ; 95% CI (0.902-3.256), p=0.100] (Table 7- modé¢le 2). Seulement apres I’exclusion
de niveau de LDL-c du modé¢le statistique, I’association entre la mutation causale et
I’évenement cardiovasculaire devient statistiquement significative [OR=2.149, 95% CI (1.170-
3.948), p=0.014] (Table 7- modéle 3). Les résultats ont été comparables aprés stratification de
la population étudiée en trois groupes : mutation sévére, modérée et absence de mutation
causale (Tables 8-9). On note que la moyenne de LDL-c differe significativement entre les

sous-groupes de 1’étude (Table 10) et en particulier entre les porteurs d’une mutation au niveau
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du gene codant pour LDLR et les non porteurs d’une mutation causale (p=0.003) (Table 11).
Finalement, la courbe de Kaplan-Meier et le test de Log Rank ne montre pas une différence de
survie sans événement cardiovasculaire chez les patients avec HFH porteurs versus non

porteurs d’une mutation génétique causale (p=0.547) (Figure 4).

Survival Functions

Causative variant
1.0 p=0.547
-1 TNo
-~ 1Yes
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Figure 4. Courbe Kaplan Meier pour analyse de survie sans événement cardiovasculaire chez
les patients avec hypercholestérolémie familiale porteurs versus non porteurs d’une mutation
causale.

IVV.2.3 Discussion
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Cette étude a montré que les patients avec HFH porteurs d’ une mutation génétique représentent
une fréquence plus élevée des événements cardiovasculaires et une moyenne plus élevée de
LDL-c, en particulier en cas d’une mutation du géne codant pour LDLR. Cependant, la
détection d’une mutation génétique causale n’est pas associée en elle-méme au développement
d’un événement cardiovasculaire au cours de temps. Le niveau élevé de LDL-c represente le

puissant prédicteur de la maladie d’athérosclérose

Jusqu’a nos jours, les preuves disponibles de 1’effet des variants génétiques sur le risque
cardiovasculaire dans un contexte d’HFH sont controversées. Par exemple, les modéles
statistiques ont montré un effet du variant génétique de LDLR sur la survie sans événement
cardiovasculaire chez une population néerlandaise avec HFH uniquement apres 1’exclusion de
LDL-c du modéle [33]. Comme nous, les auteurs concluent au réle plus important de LDL-c
que la mutation en soi méme sur la prédiction du risque cardiovasculaire. Cette conclusion
commune résulte des données similaires entre les deux études, en particulier les résultats des
analyses multivariées. Une large cohorte francaise récemment publiée a illustré indirectement
le méme résultat en montrant un taux de mortalité de toute cause comparable a la suite d’un
diagnostic clinique versus génétique d’HFH (5.54 vs. 4.66 per 1000 personnes). En revanche,
les taux des évenements coronaires (24.66 vs 15.89 per 1000) et cérébraux (3.44 vs 2.47 per
1000) et d’artériopathie périphérique (3.63 vs 2.66 per 1000) ont été Iégérement plus élevé dans
le groupe de diagnostic clinique [34]. Dans une population danoise de Copenhague,
I’observation a montré 1’absence de différence de risque de maladie coronaire entre les patients
porteurs versus non porteurs d’une mutation du gene codant I’APOB [35]. Pareil, le niveau de
LDL-c differe d’une fagon significative entre les porteurs d’une variante génétique de LDLR
et les autres [35-36]. Au contraire, d’autres études ont montré que les patients avec HFH et
porteurs d’une variante génétique causale sont a plus haut risque de développement d’un

évenement cardiovasculaire [37-40]. Benn M, et al rapportent un risque de maladie coronaire
23



3.3 fois plus élevé chez les porteurs d’une mutation de géne codant LDLR [35]. Khera et al
suggeérent que la connaissance du statut génétique fournit de bénéfices additionnels sur la
prédiction du risque cardiovasculaire que le niveau de LDL-c isolé [39]. Les données
japonaises rapportent que le diagnostic génétique refléte une exposition a long cours depuis la
naissance a un niveau élevé de LDL-c [40]. En France, 1/3 des patients porteurs d’une mutation
sévere développent un évenement cardiovasculaire avec une moyenne de 2.5 évenements par
patient et ¥ des patients porteurs d’une mutation modérée développent un événement
cardiovasculaire avec une moyenne de 2 événements par patient [41]. Le risque d’une maladie
coronaire est multiplié x2 et x3 chez les patients avec HFH et porteurs des variants génétiques
[38]. Les études ultérieures ont été seulement intéressées par le niveau initial de LDL-c avant
le début de traitement médical alors que la présente a évalué 1’évolution de LDL-C sous
traitement médical au cours de temps ce qui permet d’évaluer au mieux 1I’impact de la mutation
causale sur le risque cardiovasculaire en vie réelle. Certaines études ont montré le lien entre la
variante génétique de LDLR et 1’athérosclérose par 1’intermédiaire de la formation d’une
plaque au niveau des carotides [36] et I’obstruction des arteres coronaires [35-36,39,42]. Cette
augmentation du risque cardiovasculaire n’a été¢ pas observé avec les variants génétiques de
PCSK9 et APOB. En ligne avec les autres ¢tudes, nous n’avons pas retrouvé une différence de
risque liée au sexe des patients avec HFH. En plus, il faut mentionner la responsabilité des
facteurs génétiques non-LDL d’une partie des événements cardiovasculaires indépendamment
de niveau de LDL-c dans un contexte d’HFH en favorisant un état d’hyper coagulation et
d’hypo fibrinolyse [43-44]. Par exemple, I’équipe Kastelein a montré une association entre le
polymorphisme génétique G20210A et I’athérosclérose chez les patients avec HFH [45]. Ces
investigateurs ont montré une augmentation de facteur VII dans I’HFH [46]. Ceci peut
partiellement expliquer les bénéfices des statines liées a leurs effets pléiotropes et anticoagulant
[47-49]. La différence entre les résultats des études sur la valeur prédictive des variantes
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génétiques causales de I’athérosclérose peut dériver de la différence d’expression des facteurs

génétiques non-LDL.

En résumé, il semble que ’effet de la variante génétique causale sur le développement des
¢venements cardiovasculaires passe uniquement par I’intermédiaire de LDL-c. L’analyse
d’ADN joue un rdle essentiel dans I’établissement d’un diagnostic et le dépistage familiale
permettant de réduire la durée d’exposition a un niveau élevé de LDL-c mais sa valeur de
stratification du risque cardiovasculaire reste incertaine [50-51]. Une étude récemment publiée
montre que I’incidence des événements cardiovasculaires dépend de 1’exposition cumulée au
LDL-c [52]. L’analyse couts-avantages de test génétique reste une préoccupation méme dans
les pays développés tels que I’Europe et 1’ Australie [53-55]. Parmi les limitations de notre
étude, on note sa nature rétrospective qui prédispose au biais de sélection et le critere mono
centrique. En plus, on cite le nombre limité des participants porteurs des mutations causales au
niveau du géne PSCK9 et APOE et la diversité thérapeutique. 60.9% des participants sont
traités par PCSKO9i seule, 26.6% avec PSCK9+ et statine, 9.7% avec PCSKO9i, statine et
ézetimibe et 2.8% avec PCSK9i et ézetimibe. Le score du risque polygénique dans le groupe
des participants non porteurs d’une mutation causale n’a été pas évalué vue 1’absence de preuve

de son utilité [56].

5. Conclusion

Cette thése a montré en vie réelle une efficacité des inhibiteurs de PCSK9 comparable aux
essais cliniques surtout si associés a une statine dans le contexte d’HFH. Nous avons observé
une différence significative dans la réduction de LDL-c en fonction de régime thérapeutique
(avec ou sans statine). La mutation génétique causale ne présente pas en elle-méme un

prédicteur de I’événement cardiovasculaire et le LDL-c joue le role clé dans la survenue des
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évenements ischémiques indifferemment de la présence ou non d’une variante causale. Des
essais cliniques randomisés évaluant la valeur pronostic de 1’analyse génétique et d’une
meilleure réponse thérapeutique sont nécessaires pour améliorer la prise en charge des patients

avec HFH.

6. Bibliographie

1.Reheshti SO, Madsen CM, Varbo A, Nordestgaard BG. Worldwide prevalence of familial
hypercholesterolemia: meta-analyses of 11 million subjects.J Am Coll Cardiol.

(2020) 75:2553-66. 10.1016/j.jacc.2020.03.057.

2. Pang J, Sullivan DR, Brett T, Kostner KM, Hare DL, Watts GF. Familial
hypercholesterolaemia in 2020: a leading tier 1 genomic application. Heart Lung Circul.

(2020) 29:619-33. 10.1016/j.hlc.2019.12.002.

3. Bérard E, Bongard V, Haas B, Dallongeville J, Moitry M, Cottel D, et al. Prevalence and
treatment of familial hypercholesterolemia in France. Can J Cardiol. (2019) 35:744-52.

10.1016/j.¢jca.2019.02.013.

4.Gidding SS, Champagne MA, de Ferranti SD, et al. American Heart Association
Atherosclerosis Hypertension and Obesity in Young Committee of Council on Cardiovascular
Disease in Young, Council on Cardiovascular and Stroke Nursing, Council on Functional
Genomics and Translational Biology, and Council on Lifestyle and Cardiometabolic
Health. The agenda for familial hypercholesterolemia: A scientific statement from the

American Heart Association. Circulation. 2015;132:2167-92.

5. Nordestgaard BG, Chapman MJ, Humphries SE, Ginsberg HN, Masana L, Descamps OS, et
al. Familial hypercholesterolemia is underdiagnosed and undertreated in the general

population: guidance for clinicians to prevent coronary heart disease: consensus statement of

26



the European atherosclerosis society. Eur Heart J. (2013) 34:3478-90.

10.1093/eurheartj/eht273.

6. Sturm AC, Knowles JW, Gidding SS, Ahmad ZS, Ahmed CD, Ballantyne CM, et al. Clinical
genetic testing for familial hypercholesterolemia: JACC scientific expert panel. J Am Coll

Cardiol. (2018) 72:662-80. 10.1016/j.jacc.2018.05.044.

7. Abifadel MS, Rabés JP, Boileau CR. Genetic testing in  familial

hypercholesterolemia. JACC Basic Trans Sci. (2021) 6:831-3. 10.1016/j.jacbts.2021.10.004.

8. Rabeés JP, Béliard S, Carrié A. Familial hypercholesterolemia: Experience from France. Curr

Opin Lipidol. 2018;29:65-71.

9. Tada H, Yamagami K, Kojima N, Shibayama J, Nishikawa T, Okada H, et al. Prevalence
and impact of apolipoprotein E7 on LDL cholesterol among patients with familial

hypercholesterolemia. Front Cardiovasc Med. (2021) 8:625852. 10.3389/fcvm.2021.625852.

10. Abou Khalil Y, Marmontel O, Ferrieres J, Paillard F, Yelnik C, Carreau V, et al. APOE
Molecular spectrum in a French cohort with primary dyslipidemia. Int J Mol Sci.

(2022) 23:5792. 10.3390/ijms23105792.

11. Mach F, Baigent C, Catapano AL, et al. 2019 ESC/EAS Guidelines for the management of
dyslipidaemias: lipid modification to reduce cardiovascular risk: The Task Force for the
management of dyslipidaemias of the European Society of Cardiology (ESC) and European

Atherosclerosis Society (EAS) Eur Heart J. 2020;41(1):111-88.

12. Blanchard V, Khantalin I, Ramin-Mangata S, et al. PCSK9: From biology to clinical

applications. Pathology. 2019;51(2):177-83.

13. Blaha V, Blaha M, Lanska M, et al. The role of PCSK9-inhibitors and of lipoprotein

apheresis in the treatment of homozygous and severe heterozygous familial
27



hypercholesterolemia: A rivalry, or are things quite different? Vnitr Lek

(Winter) 2018;64(1):43-50.

14. Raal FJ, Honarpour N, Blom DJ, et al. Inhibition of PCSK9 with evolocumab in
homozygous familial hypercholesterolemia (TESLA Part B) : A randomised, double blind,

placebo-controlled trial. Lancet. 2014;385(9965):341-50.

15. Raal FJ, Hovingh JK, Blom D, et al. Long-term treatment with evolocumab added to
conventional drug therapy, with or without apheresis, in patients with homozygous familial
hypercholesterolaemia: An interim subset analysis of the open-label TAUSSIG study. Lancet

Diabetes Endocrinol. 2017;5(4):280-90.

16. McGowan MP, Dehkordi SHH, Moriarty PM, Duell PB. Diagnosis and treatment of
heterozygous familial hypercholesterolemia. J Am Heart Assoc. (2019) 8:e013225.

10.1161/JAHA.119.013225.

17. Razek O, Cermakova L, Armani H, et al. Attainment of recommended lipid targets in
patients with familial hypercholesterolemia: Real-world experience with PCSK9

inhibitors. Can J Cardiol. 2018;34(8):1004-9.

18. Sarsam S, Berry A, Degheim G, et al. Real-world use of PCSK?9 inhibitors: A single-center

experience. J Int Med Res. 2019;47(1):265-70.

19. Parhofer KG, Stritzky BV, Pietschmann N, et al. PEARL: A non interventional study of
real-world alirocumab use in German clinical practice. Drugs- Real World

Outcomes. 2019;6(3):115-23.

20. Graesdal A, Dybvig A. Real-life PCSK9 experience: Efficacy, compliance and side effects
after one year treatment in familial hypercholesterolemia patients.J Am Coll

Cardiol. 2018;71(11S):A1754.

28



21. Kaufman TM, Warden BA, Minnier J, et al. Application of PCSK9 inhibitors in practice:

part 2: The patient experience. Circ Res. 2019;124(1):32-37.

22. Deshmukh H, Narayanan D, Papageorgiou M, et al. PCSK9 inhibitors in familial
hypercholesterolaemia: A  real-world  experience and a meta-analysis. Br J

Cardiol. 2019;26:137-40.

23. Zafrir B, Jubran A. Lipid-lowering therapy with PCSK9-inhibitors in the real-world setting:

Two-year experience of a regional lipid-clinic. Cardiovasc Ther. 2018;36:e12439.

24. Stoekenbroek RM, Hartgers ML, Rutte R, et al. PCSK9 inhibitors in clinical practice:

Delivering on the promise? Atherosclerosis. 2018;270:205-10.

25. Galema-Boers AM, Lenzen MJ, Sijbrands EJ, et al. Proprotein convertase subtilisin/kexin
9 inhibition in patients with familial hypercholesterolemia: Initial clinical experience. J Clin

Lipidol. 2017;11(3):674-81.

26. Ridker PM, Revkin J, Amarenco P, et al. Cardiovascular efficacy and safety of

bococizumab in high-risk patients. N Engl J Med. 2017;376:1527-39.

27. Deshmukh H, Narayanan D, Papageorgiou M, et al. PCSK9 inhibitors in familial
hypercholesterolaemia: A real-world experience and a meta-analysis. Br J

Cardiol. 2019;26:137-40.

28. Rallidis LS, Skoumas I, Liberopoulos EN, et al. PCSK9 inhibitors in clinical practice:

Novel directions and new experiences. Hellenic J Cardiol. 2020;61(4):241-45.

29. Nozue T. Lipid lowering therapy and circulating PCSK9 concentration. J Atheroscler

Thromb. 2017;24(9):895-907.

29



30. Kastelein JJ, Ginsberg HN, Langslet G, et al. ODYSSEY FHI and FHII: 78 week results
with  alirocumab  treatment in 735 patients with  heterozygous familial

hypercholesterolaemia. Eur Heart J. 2015;36(43):2996-3003.

31. Raal FJ, Stein EA, Dufour R, et al. PCSK9 inhibition with evolocumab (AMG 145) in
heterozygous familial hypercholesterolaemia (RUTHEREFORD-2) : A randomised, double-

blind, placebo-controlled trial. Lancet. 2015;385(9965):331-40.

32. Kastelein JJ, Hovingh GK, Langslet G, et al. Efficacy and safety of the proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9 monoclonal antibody alirocumab vs placebo in patients with

heterozygous familial hypercholesterolemia. J Clin Lipidol. 2017;11(1):195-203.

33. Souverein OW, Defesche JC, Zwinderman AH, Kastelein JJP, Tanck MWT. Influence of
LDL-receptor mutation type on age at first cardiovascular event in patients with familial

hypercholesterolaemia. Eur Heart J. (2007) 28:299-304. 10.1093/eurheartj/ehl366.

34. Ferriéres J, Farnier M, Bruckert E, Vimont A, Durlach V, Ferrari E, et al. Burden of
cardiovascular disease in a large comtemporary cohort of patients with heterozygous familial

hypercholesterolemia. Atherosclerosis Plus. (2022) 50:17-24. 10.1016/j.athplu.2022.08.001.

35. Benn M, Watts GF, Tybjaerg-Hansen A, Nordestgaard BG. Mutations causative of familial
hypercholesterolaemia: screening of 98098 individuals from the Copenhagen general
population study estimated a prevalence of 1 in 217. Eur Heart J. (2016) 37:1384-94.

10.1093/eurheartj/ehw028.

36. Rubba P, Gentile M, Marotta G, lannuzzi A, Sodano M, De Simone B, et al. Causative
mutations and premature cardiovascular disease in patients with heterozygous familial

hypercholesterolaemia. Eur J Prev Cardiol. (2017) 24:1051-9. 10.1177/2047487317702040.

30



37. Sharifi M, Futema M, Nair D, Humphries SE. Polygenic hypercholesterolemia and

cardiovascular disease risk. Curr Cardiol Rep. (2019) 21:43. 10.1007/s11886-019-1130-z.

38. Séguro F, Rabés JP, Taraszkiewicz D, Ruidavets JB, Bongard V, Ferrieres J. Genetic
diagnosis of familial hypercholesterolemia is associated with premature and high coronary

heart disease. Clin Cardiol. (2018) 41:385-91. 10.1002/clc.22881.

39. Khera AV, Won HH, Peloso GM, Lawson KS, Bartz TM, Deng X, et al. Diagnostic yield
and clinical utility of sequencing familial hypercholesterolemia genes in patients with severe

hypercholesterolemia. J Am Coll Cardiol. (2016) 67:2578-89. 10.1016/j.jacc.2016.03.520.

40. Tada H, Kawashiri M, Nohara A, Inazu A, Mabuchi H, Yamagishi M. Impact of clinical
signs and genetic diagnosis of familial hypercholesterolaemia on the prevalence of coronary
artery disease in patients with severe hypercholesterolaemia. Eur Heart J. (2017) 38:1573-9.

10.1093/eurheartj/ehx004.

41. Rabes JP, Beliard S, Carrie A. Familial hypercholesterolemia: experience from

France. Curr Opin Lipidol. (2018) 29:65-71. 10.1097/MOL.0000000000000496.

42. Paquette M, Dufour R, Baass A. The montreal-FH-SCORE: a new score to predict
cardiovascular events in familial hypercholesterolemia. J Clin Lipidol. (2017) 11:80-6.

10.1016/j.jacl.2016.10.004.

43. Nordoy A, Brox JH, Holme S, Killie JE, Lenner RA. Platelets and coagulation in patients
with familial hypercholesterolemia (Type-l11A). Acta Med Scand. (1983) 213:129-35.

10.1111/j.0954-6820.1983.tb03704.x

44. Saxon DJ. Adenosine diphosphate-induced platelet-aggregation and

hypercholesterolemia. Faseb J. (1991) 5:A900-A900.

31



45, Jansen AC, Aalst-Cohen ES, Tanck MW, Cheng S, Fontecha MR, Li J, et al. Genetic
determinants of cardiovascular disease risk in familial hypercholesterolemia. Arterioscler

Thromb Vasc Biol. (2005) 25:1475-81. 10.1161/01.ATV.0000168909.44877.a7.

46. Huijgen R, Kastelein JJP, Meijers JCM. Increased coagulation factor VIII activity in
patients with familial hypercholesterolemia. Blood. (2011) 118:6990. 10.1182/blood-2011-10-

386227.

47. Undas A, Brummel-Ziedins KE, Mann KG. Anticoagulant effects of statins and their

clinical implications. Thromb Haemostasis. (2014) 111:392-400. 10.1160/Th13-08-0720.

48. Barale C, Frascaroli C, Senkeev R, Cavalot F. Russo |: simvastatin effects on inflammation
and platelet activation markers in hypercholesterolemia. Biomed Res Int. (2018) 2018.

10.1155/2018/6508709.

49. Harmaki N, lkeda H, Takenada K, Katoh A, Sugano R, Yamagishi Si, et al. Fluvastatin
alters platelet aggregability in patients with hypercholesterolemia: possible improvement of
intraplatelet redox imbalance via HMG-Co A reductase. Arterioscler Thromb Vasc Biol.

(2007) 27:1471-7. 10.1161/ATVBAHA.106.128793.

50. Ferrieres J, Lambert J, Lussier-Cacan S, Davignon J. Coronary artery disease in
heterozygous familial hypercholesterolemia patients with the same LDL receptor gene

mutation. Circulation. (1995) 92:290-5. 10.1161/01.CIR.92.3.290.

51. Séguro F, Bongard V, Bérard E, Taraszkiewicz D, Ruidavets JB, Ferrieres J. Dutch lipid
clinic network low-density lipoprotein cholesterol criteria are associated with long-term
mortality in the general population. Arch Cardiovasc Dis. (2015) 108(10):511-8.

10.1016/j.acvd.2015.04.003.

32



52. Domanski MJ, Tian X, Wu CO, Reis JP, Dey AK, Gu Y, et al. Time course of LDL
cholesterol exposure and cardiovascular disease event risk.J Am Coll Cardiol.

(2020) 76:1507—16. 10.1016/j.jacc.2020.07.059.

53. Ademi Z, Watts GF, Pang J, Sijbrands EJ, Van Bockxmeer FM, O’Learly P, et al. Cascade
screening based on genetic testing is cost-effective: evidence for the implementation of models
of care for familial hypercholesterolemia.J Clin Lipidol. (2014) 8:390-400.

10.1016/j.jacl.2014.05.008.

54. Lazaro P, de Isla LP, Watts GF, Alonso R, Norman R, Muniz O, et al. Cost-effectiveness
of a cascade screening program for the early detection of familial hypercholesterolemia. J Clin

Lipidol. (2017) 11:260-71. 10.1016/j.jacl.2017.01.002.

55. Marks D, Wonderling D, Thorogood M, Lambert H, Humphries SE, Neil HA. Cost
effectiveness  analysis of different approaches of screening for familial

hypercholesterolemia. Br Med J. (2002) 324:1303. 10.1136/bmj.324.7349.1303.

56. Sarraju A, Knowles JW. Genetic testing and risk scores: impact on familial

hypercholesterolemia. Front Cardiovasc Med. (2019) 6:5. 10.3389/fcvm.2019.00005.

33



7. Listes des tableaux

Tableau 1. Caractéristiques de base de la population étudiée pour observation de

I'efficacité pratique des inhibiteurs de la PCSK9.

Age (years£SD)

Sex
Male, n (%)

Female, n (%)

Familial hypercholesterolemia, n (%)
Without known ASCVD, n (%)

With ASCVD, n (%)

Atherosclerotic disease
Coronary artery disease, n (%)
Ischemic stroke, n (%)

Peripheral artery disease, n (%)

Cardiovascular risk factors

Whole
population
(n=123)

59+11

66 (53.7%)

57 (46.3%)

123 (100%)

29 (23.6%)

94 (76.4%)

82 (66.67%)
3 (2.4%)

12 (9.8%)
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PCSKOi
(n=83)

58+12

41 (49.4%)

42 (50.6%)

25 (30.1%)

58 (69.9%)

50 (60.2%)
3 (3.6%)

10 (12%)

PCSKOi plus

ezetimibe
(n=12)

62+11

5 (41.7%)

7 (58.3%)

3 (25%)

9 (75%)

9 (75%)
0 (0%)

0 (0%)

PCSKOI plus

statin and

ezetimibe (n=28)

5710

20 (71.4%)

8 (28.6%)

1 (3.6%)

27 (96.4%)

23 (82.1%)
0 (0%)

2 (7.1%)



Hypertension, n (%)

Diabetes mellitus, n (%)

Current smokers, n (%)

Mean total cholesterol level (mg/di+SD)

Mean triglycerides (mg/dI=SD)

Mean HDL-c (mg/dI£SD)

Mean LDL-c level (mg/dIxSD)

30 (24.4%)

9 (7.3%)

4 (3.3%)

361+83

168+69

52+13

27778

21 (25.3%)

7 (8.4%)

4 (4.8%)

373+83

175+73

53+14

283+81

4 (33.3%)

1 (8.3%)

0 (0%)

332166

167+59

50+10

247168

5 (17.8%)

1 (3.6%)

0 (0%)

337482

143+52

48+13

264+78

ASCVD, atherosclerotic cardiovascular disease; HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol;

LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol; n, number of patients; PCSK9i, proprotein

convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitors; SD, standard deviation.

Tableau 2. Analyse des variances (ANOVA) comparant la moyenne de réduction de LDL-c

entres les 3 groupes.

Mean variation in

Compared to

LDL-c (mg/dI+SD)

PCSKOi 125+60

PCSKO9i+statin

PCSK9i+ezetimibe
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95% CI

(-0.28: 0.72)

P value

(-0.85; -0.15) 0.002

0.86



PCSKO9i (-0.72;0.28) 0.86
PCSKO9i+ezetimibe 103+89

PCSKOi+statin (-1.28;-0.17) 0.006

PCSKOi (0.15;0.85)  0.002

PCSKO9i+statin and 17572

ezetimibe PCSKOi+ezetimibe (0.17:1.28)  0.006

Cl, confidence interval; HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-c, low-density

lipoprotein cholesterol; PCSKO9i, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitors.

Tableau 3. Comparaison de taux de répondeurs entre les 3 groupes

Whole PCSKOi PCSKO9i + PCSKO9i +

population (n=83) ezetimibe statin and
(n=123) (n=12) ezetimibe (n=28)
Responders, n (%) 61 (49.6%) 32 (38.6%) 7 (58.3%) 22 (78.6%)
Odds ratio 2.20 6
959% Confidence interval (0.6-8.1) (2-17.6)
P value 0.24 0.001
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PCSKO9i : Proprotein convertase subtilisin / kexin type 9 inhibitors.

Tableau 4. Répartition des mutations génétiques chez les 123 participants dans I’étude
observationnelle d’efficacité des inhibiteurs de la PCSK9.

Patients number PCSK9 gene LDLR gene APOB gene APOE gene

1 X

2 X

3 X

4 X

5 X

6 X

7 X
8 X
9 X
10 X

11 X

12 X

13 X

14 X

15 X

16 X

17 X

18 X

19 X

20 X

21 X
22 X

23 X
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X X X X X X X X X X X X

24
25
26
28
29
30

27
31
32
33
34
35

36

X X X X X X X

37
38
39
40
41
42
43
44
45

46

47

48
49

50
51

52

53
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54
55
56
57

58
59

60
61

62

63
64

65

66
67

68
69

70

X X X X
— N o™ <
~N ~ N~

75
76
77
78
79
80
81

X

82

83

39



84

85
86
87

88
89

90
91

92

93

X X X X

04
95
96
97

98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
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114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

X X X X X X

Tableau 5. Caractéristiques des participants avec versus sans evénement cardiovasculaire.

Age (year)

Males (N,%)

BMI (kg/m?)

Smoker (N,%)

Systemic hypertension (N,%b)
Diabetes mellitus (N,%0)
Causative mutation (N,%0)

Mutated gene (N,%)

1. LDL-R
2. Apo B
3. PCSK9
4, Apo E

Study population

(N=289)
49+13

107 (37%)
24.3+4.5
53 (18.3%)
44, (15.2%)
8(2.8%)

122 (42.2%)

97(33.6%)
22(7.6%)
1(0.3%)

2(0.7%)

41

ASCVD-group

(N=62)
52+12

30 (48.4%)
24.6+3.9
11 (17.7%)
11 (17.7%)
4(6.5%)

33 (53.2%)

25(40.3%)
7(11.3%)
0

1(1.6%)

No ASCVD-Group

(N=227)
48+13

77 (33.9%)
24.2+4.6
42 (18.5%)
33 (14.5%)
4(1.8%)

89 (39.2%)

72(31.7%)
15(6.6%)
1(0.4%)

1(0.4%)

p-value

0.027
0.037
0.554
0.891
0.534
0.068
0.048

0.163



DLNCS (N,%)

3-5 points (possible)

6-8 points (probable)

»>8 points (definite)

Mean Total cholesterol (mg/dl)
Mean LDL-c (mg/dl)

Mean HDL-c (mg/dl)

Mean triglyceride (mg/dl)

Mean Lp(a) (mg/dl)

<10 mg/dl (%)

10-50 mg/dl (%0)

»S0 mg/dl (%)

Mean Apo Al (mg/dl)
Mean Apo B (mg/dl)

Follow-up (year)

136(47.1%)
12(4.2%)
141(48.8%)
292454
213+49
6025
125455

44+49

33%
33%
34%
156425
150+33

5.97+£5.97

13(21.0%)
11(17.7%)
38(61.3%)
310474
233+66
56+16
133458

49+43

26.3%
34.2%
39.5%
151422
152+39

5.10+6.36

123(54.2%)
1(0.4%)
103 (45.4%)
288 +46
207+41
62+27
123454

43+48

34.4%
32.8%
32.8%
157425
149+34

6.20+5.85

0.001

0.029

0.004

0.162

0.146

0.446

0.589

0.168

0.667

0.197

*BMI=body mass index; LDL-R= low density lipoprotein cholesterol receptor; PCSK9= proprotein convertase

subtilisin/kexin type-9; Apo=apolipoprotein; DLNCS= Dutch lipid network clinic score; LDL-c= low density

lipoprotein cholesterol; HDL-c= high density lipoprotein cholesterol; Lp(a) =lipoprotein (

Tableau 6. Caractéristiques des participants porteurs versus non porteurs d’une mutation

causale.

Age (Year)
Males (N,%b)
BMI (kg/m?)
Smoker (N,%0)

Study population Causative mutation- No causative
group (N=122)

(N=289)
49+13
107(37%)
24.32+4.46
53(18.3%)

45+14

46(37.7%)
24.09+5.09
24(19.7%)
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mutation-group

(N=167)
52+11
61(36.5%)
24.48+3.97
29(17.4%)

p-value

0.001
0.838
0.470
0.617



Systemic hypertension 44(15.2%) 14(11.5%) 30(18%) 0.129
(N,%)

Diabetes mellitus (N,%) 8(2.8%) 4(3.3%) 4(2.4%) 0.725
Mean  Total cholesterol292+54 299166 288142 0.087
(mg/dl)
Mean LDL-c (mg/dl) 213+49 226159 20337 0.001
Mean HDL-c (mg/dl) 60+25 57+15 63+30 0.032
Mean triglyceride (mg/dl) 12555 110+41 137+61 0.001
Mean Lpa (mg/dl) 44+49 41+44 46+52 0.405
A10mg/dl (%) 33% 32.6% 33.3%

0.532
10-50mg/dl (%) 33% 36.8% 30.4%
»50mg/dl (%) 34% 30.5% 36.3%
Mean Apo Al (mg/dl) 156+25 152427 159+23 0.033
Mean Apo B (mg/dl) 150£35 156+41 145+29 0.030
ASCVD (N,%) 62(21.5%) 33(27%) 29(17.4%) 0.048
Follow-up (year) 5.97+5.97 7.31+6.54 4.98+5.32 0.001

*BMI=body mass index; LDL-c=low density lipoprotein cholesterol; HDL-c=high density lipoprotein

cholesterol; Lp(a) =lipoprotein (a); Apo=apolipoprotein; ASCVD=atherosclerotic cardiovascular disease
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Tableau 7. Modéles des analyses multivariées évaluant I’association entre la présence d’une
mutation causale et la survenue d’un événement cardiovasculaire.

*Model 1

OR 95%Cl p-value
Sex 1.823 [1.974-3.413] 0.061
Age 1.034 [1.009-1.060] 0.008
Mean LDL-c 2.658 [1.495-4.729] 0.001
Mean HDL-c 0.132 [0.016-1.073] 0.058
*Model 2

OR 95%CI p-value
Sex 1.880 [1.000-3.532] 0.050
Age 1.040 [1.014-1.067] 0.003
Causative mutation 1.713 [0.902-3.256] 0.100
Mean LDL-c 2.336 [1.298-4.205] 0.005
Mean HDL-c 0.148 [0.018-1.223] 0.076
*Model 3

OR 95%CI p-value
Sex 2.003 [1.076-3.728] 0.028
Age 1.044 [1.018-1.070] 0.001
Causative mutation 2.149 [1.170-3.948] 0.014
Mean HDL-c 0.236 [0.033-1.697] 0.151

*OR=0dds ratio; Cl=confidence interval; LDL-c=low density lipoprotein cholesterol; HDL-c=high density

lipoprotein cholesterol
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Tableau 8. Caractéristiques des participants en fonction de la sévérité de la mutation.
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Study population Causative mutation-group (N=122)
Moderate(N=86)

(N=289)
Age (Year) 49+13
Males (N,%) 107(37%)
BMI (kg/m?) 24.32+4.46
Smoker (N,%) 53(18.3%)
Systemic 44(15.2%)
hypertension
Diabetes mellitus 8(2.8%)
Mean Total292+54

cholesterol (mg/dl)
Mean LDL-c (mg/dl) 213+49
Mean HDL-c (mg/dl) 60+25

Mean triglyceride 125+55
(mg/dl)

Mean Lpa (mg/dl) 44+49

10mg/dl (%) 33%
10-50mg/dl (%0) 33%
»S0mg/dl (%) 34%

Mean Apo Al (mg/dl) 156+25
Mean Apo B (mg/dl) 150+35
ASCVD (N,%) 62(21.5%)

Follow-up (year) 5.97+5.97

Severe(N=36)

43+13
14(38.9%)
24.67+4.62
6(16.7%)
1(2.8%)

0(0%)
284445

217+44
53+11

102+38

52457

29.6%
33.3%
37%
144+27
147+38
10(27.8%)

8+5.6
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4515
32(37.2%)
23.86+5.26
19(20.9%)
13(15.1%)

4(4.7%)
306+72

229+64
58+16

113442

36+36

33.8%
38.2%
27.9%
155425
16042
23(27.1%)

6.96+6.89

No causative
mutation-group

(N=167)
52+11
61(36.5%)
24.48+3.97
29(17.4%)
30(18%)

4(2.4%)
288+42

203+37
63+30

137461

46+52

33.3%
30.4%
36.3%
159+23
146+29
29(17.4%)

4.98+5.28

p-value

0.001
0.961
0.398
0.756
0.071

0.442
0.022

0.001
0.026

0.001

0.256

0.532

0.023
0.017
0.130

0.003



Tableau 9. Modeles de I’analyse multivariée de régression logistique évaluant 1’association
entre la mutation causale et le développement des évenements cardiovasculaire apres
stratification sur la séveérité de la mutation.

*Model 1
OR 95%Cl p-value
Age 1.030 [1.005-1.056] 0.020
Sex 1.813 [0.972-3.383] 0.061
Mean HDL 0.167 [0.021-1.346] 0.093
Mean LDL 2.399 [1.342-4.288] 0.003
Mutation 0.314
Moderate 1.624 [0.806-3.273] 0.175
Severe 1.698 [0.674-4.276] 0.261
*Model 2
OR 95%Cl p-value
Age 1.033 [1.008-1.058] 0.009
Sex 1.924 [1.041-3.555] 0.037
Mean HDL 0.256 [0.036-1.825] 0.174
Mutation
Moderate 2.134 [1.105-4.121] 0.024
Severe 1.975 [0.798-4.890] 0.141
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Tableau 10. Test de Kruskal-Wallis comparant la moyenne des composantes du bilan

lipidique entre les différentes mutations.

No causative mutation LDL-R

(N=167) (N=97)
Total cholesterol (mg/dl) 287142 297468
LDL-c (mg/dl) 203+37 225+61
HDL-c (mg/dl) 63+30 55+14
Lpa (mg/dl) 46452 42+46
Apo Al (mg/dl) 159423 149+26
Apo B (mg/dI) 146+29 153+42

Apo B
(N=22)
309455
231452
63£15
37+38
159+26

162+30

PCSK9/Apo E
(N=3)

289477
218451
64114

3634
174441

194481

p-value

0.551
0.014
0.017
0.986
0.033

0.150

* LDL-R= low density lipoprotein cholesterol receptor; PCSK9= proprotein convertase subtilisin/kexin type-9;

Apo=apolipoprotein; LDL-c= low density lipoprotein cholesterol; HDL-c= high density lipoprotein cholesterol;

Lpa=lipoprotein a

Tableau 11. Test de Bonferroni comparant la moyenne de différence de LDL-c entre les

SOUS-groupes.

95%Cl
LDL-R [-0.3733; -0.0506]
No mutation ~ PCSK9/Apo E  [-0.8827;0.5895]
Apo B [-0.5645;0.0086]
No mutation [0.0506;0.3733]
LDL-R PCSK9/Apo E  [-0.6753;0.8062]

Apo B [-0.3643;0.2324]

No mutation[-0.5895;0.8827]

PCSK9/Apo E  LDL-R
[-0.8062;0.6753]

Apo B
[-0.9091;0.6463]

No mutation [-0.0086;0.5645]
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p-value

0.003

0.063

0.003

0.063



Apo B LDL-R [-0.2324;0.3643] 1

PCSK9/Apo E  [-0.6463;0.9091] 1

* LDL-R= low density lipoprotein cholesterol receptor; PCSK9= proprotein convertase subtilisin/kexin type-9;
Apo=apolipoprotein

5. AnNnexes
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Background: A small proportion of familial hypercholesterolemia (FH) patients can adequately control this condition, al-
though achieving the recommended targets for low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) levels remains a
challenge. Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitors (PCSK9i) are new and potent lipid-lowering
drugs. However, there is scarce literature on real-world data about their use in patients with FH.

M. ial hod: We ined the reduction in LDL-c levels from the baseline, after PCSKQi initiation in heterozygous familial
hypercholesterolemia patients referred for lipoprotein apheresis in our regional lipid clinic. The study was con-
ducted from March 2018 to September 2019, the period immediately after PCSK9i reimbursement was avail-
able in France. PCSK9i was added on top of the patients’ maximal tolerated lipid-lowering regimens.

Results: The study had 123 patients with heterozygous FH. The mean age of the patients was 59+11 years. The mean
baseline LDL-c for all the participants was 277+78 mg/dl. It was 283+81 mg/dl in the PCSKSi monotherapy group
(n=83), 247+68 mg/dl in the PCSK9i plus ezetimibe group (n=12), and 264+78 mg/dl in the PCSK9i plus statin
and ezetimibe group (n=28). The mean decrease observed in the LDL- level from baseline was 13670 mg/dl
(n=123), 125460 mg/dl (n=83), 103277 mg/dl (n=12), and 175+70 mg/dl (n=28), respectively.

Conclusions: An overall reduction of 49.1% from the baseline LDL-c was observed in the heterozygous FH population after
PCSKi initiation in a real-world experience. The group treated with PCSK9i ezetimibe plus statin showed fur-
ther reduction of their LDL-c levels with a better responder rate, aEhieving the target 50% reduction in LDL-c
from the baseline.
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Background

Familial hypercholesterolemia (FH) is a common, autosomal
dominant hereditary disease caused by mutations in the genes
encoding key proteins involved in the low-density lipoprotein
(LDL) receptor’s (LDLR) endocytic and recycling pathways. The
LDLR gene encodes the LOLR, the apolipoprotein B gene encodes
apolipoprotein B (the ligand of the LDL receptor), and the PCSK9
gene encodes a serine protease (proprotein convertase subtil-
isin/kexin type 9 or PCSK9), which plays a role in the degrada-
tion of the LDLR [1]. Mutations in the LDLR adaptor protein 1
gene are responsible for the recessive form of the disease [2].
However, FH is an underdiagnosed and undertreated genet-
ic disorder that results in premature mortality and morbidity
due to atherosclerotic disease. Myocardial infarction, stroke,
or other cardiovascular events could be the first clinical pre-
sentation of FH [3]. European guidelines classify FH patients
at high cardiovascular risk and the optimal target for low-den-
sity lipoprotein cholesterol (LDL-c) is <70 mg/dl with 250% re-
duction from the level at baseline [4]. Reaching these LDL-c
goals in clinical practice remains a challenge for physicians.

All the statins have proven their effectiveness in significantly
lowering LDL-c levels (upregulating the LDL receptor in the liv-
er and peripheral tissues) and are recommended as first-line
therapy. Nevertheless, muscle and joint pain are common ad-
verse effects associated with statin therapy, which lead to an
interruption of medical treatment in real-life practice. PCSK9
inhibitors (PCSK9i) have recently emerged as novel medica-
tions indicated for patients who cannot tolerate statins, and
cannot achieve the required optimal LDL-c levels [5].

Clinical trials have shown that PCSK9i can effectively reduce
the baseline LDL-c levels by 60% on average, when used alone
or combined with other lipid-lowering agents [4]. Current tri-
als are investigating PCSK9i as an alternative therapeutic op-
tion for patients undergoing lipoprotein apheresis, as it shows
a synergistic effect leading to a drop in extracorporeal apher-
esis sessions and lipoprotein apheresis withdrawal (in some
cases) [6]. Concerns regarding the inter-individual variability,
FH mutations, LDLR abnormalities, and the importance of pre-
treatment with statins in patients on PCSK9i have been raised,
as all these factors are well-known predictors of the efficacy of
lipid-lowering drugs. In the Trial Evaluating PCSK9 Antibody in
Subjects With LDL Receptor Abnormalities (TESLA) [7], neither
a single autosomal recessive hypercholesterolemia patient nor
a single null/null LDLR homozygote patient responded to evo-
locumab. Similar results were observed in larger numbers of
patients for both these patient categories in the Trial Assessing
Long-Term Use of PCSK9 Inhibition in Subjects With Genetic
LDL Disorders (TAUSSIG) study [8]. Robinson et al reported
that PCSK9i is more effective in patients with higher levels of
circulating PCSK9 stimulated by previous statin therapy [9).
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In addition, the failure to respond to PCSK9i occurs more fre-
quently, as PSCK9i is more commonly prescribed [10].

The real-world efficacy of PCSK9i regarding patients’ character-
istics and the severity of LDL-c levels are not known since the
vast majority of randomized controlled trials have been con-
ducted on patients receiving combination therapy (PCSK9i and
statin), and patients with low LDL-c before treatment [11-14].
Therefore, we aimed to investigate the variation in LDL-c lev-
els after initiation of PCSK9i, either as monotherapy, or in com-
bination with previously prescribed ezetimibe or statin plus
ezetimibe in a real-life cohort study of severely dyslipidemic
heterozygous FH patients referred for lipoprotein apheresis.
In this study population, the baseline LDL-c level was one of
the highest reported in literature.

Material and Methods

Study Design and Population

An observational single-center cohort study was conduct-
ed on patients referred for lipoprotein apheresis at our Lipid,
Atherosclerosis, and Preventive Cardiology Clinic at Rangueil
University Hospital, Toulouse, France between March 2018
and September 2019. Patients were eligible for participating
in the study if they were diagnosed with FH according to the
Dutch Lipid Clinic Network score [15]. In France, alirocumab
is reimbursed only for patients treated for primary preven-
tion (LDL-c 2300 mg/dl) or secondary prevention (LDL-c >200
mg/dl) in the setting of an experienced lipoprotein aphere-
sis center. Therefore, patients with these baseline LDL-c lev-
els were requested to participate in the study. The patients
were divided into 3 groups based on their real-world prescrip-
tions in this observational study: those treated with PCSK9i
only, those treated with PCSK9i in addition to the preexisting
ezetimibe therapy, and those treated with PCSK9i in addition
to the preexisting statin plus ezetimibe therapy. Alirocumab
monotherapy was initiated in the statin-intolerant patients.
Statin intolerance was defined as an inability in the past to
tolerate 2 or more statins (1 statin at the lowest daily starting
dose). Alirocumab was added on top of a maximal tolerated
lipid-lowering regimen in patients taking either ezetimibe or
a statin plus ezetimibe. The alirocumab was prescribed as a
150 mg subcutaneous injection administered every 2 weeks.

Data Collection and End Points

During the initial visit, a physician performed a detailed phys-
ical examination, and recorded family and personal medical
histories of the participants. The issues of incorrect injection
techniques and non-adherence to treatment were eliminat-
ed, as the medical team supervised the injections. Full lipid
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Table 1. Baseline characteristics of the study population.

Whole population
(n=123)

Age (years+SD) 59+11
Sex

Male, n (%) 66 (53.7%)

Female, n (%) 57 (46.3%)
Familial hypercholesterolemia, n (%) 123 (100.0%)

Without known ASCVD, n (%) 29 (23.6%)

With ASCVD, n (%) 94 (76.4%)
Atherosclerotic disease

Coronary artery disease, n (%) 82 (66.7%)

Ischemic stroke, n (%, 3 (2.4%)

Peripheral artery disease, n (%) 12 (9.8%)
Cardiovascular risk factors

Hypertension, n (%) 30 (24.4%)

Diabetes mellitus, n (%) 9 (7.3%)

Current smokers, n (%) 4 (3.3%)
Mean total cholesterol level (mg/dl+SD) 361483
Mean triglycerides (mg/dl+SD) 168169
Mean HDL-c (mg/di+SD) 52413
Mean LDL-c level (mg/di+SD) 277478

CLINICAL RESEARCH

PCSK9i PCSK9i plus PCSK9i plus statin
(n=83) ezetimibe (n=12) and ezetimibe (n=28)
58+12 6211 57+10
41 (49.4%) 5 (41.7%) 20 (71.4%)
42 (50.6%) 7 (58.3%) 8 (28.6%)
25 (30.1%) 3 (25.0%) 1 (3.6%)
58 (69.9%) 9 (75.0%) 27 (96.4%)
50 (60.2%) 9 (75.0%) 23 (82.1%)
3 (3.6%) 0 (0.0%) (0.0%)
10 (12.0%) 0 (0.0%) 2 (7.1%)
21 (25.3%) 4 (33.3%) S (17.8%)

7 (8.4%) 1 (8.3%) 1 (3.6%)

4 (4.8%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
373183 332466 337482
175:73‘ 167459 143452

53+14 50+10 48%13
283481 247+68 264178

ASCVD - atherosclerotic cardiovascular disease; HDL-c — high-density lipoprotein cholesterol; LDL-c — low-density lipoprotein
cholesterol; n — number of patients; PCSK9i — proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitors; SD — standard deviation.

panels at the initiation of the PCSK9i therapy (baseline LDL-¢)
and 6 months after the initiation of the PCSK9i treatment were
collected. Based on the 2019 European Society of Cardiology
(ESC) guidelines for FH management, 250% reduction from
the LDL-c baseline was considered a satisfactory response to
PCSK9i in this study. The main outcome was the variation in
LDL-c levels, 6 months from the baseline levels after initiation
of the PCSK9i treatment in the 3 groups of patients. None of
the patients had received a statin without ezetimibe before
inclusion in the study. The secondary outcome was the per-
centage of responders at 6 months (ie, 250% drop in LDL-c).

Statistical Analysis

Continuous data were summarized as means and standard
deviations, and categorical variables were summarized as
counts and percentages. The continuous variables were com-
pared between the 3 groups through an analysis of variance
(ANOVA). The bivariate associations with the categorical vari-
ables were studied with the chi-square test or Fisher's exact
test as appropriate

ANOVA was used to compare the mean change in LDL-c lev-
els between the groups. A multivariate linear regression anal-
ysis was conducted for studying percentage variations in the

52

€928784-3

LDL-c levels from baseline in the 3 groups. The patients treat-
ed with PCSK9i alone were considered the reference group.
A multivariate logistic regression analysis was conducted to
study the satisfactory response to treatment as a dependent
variable. The multivariate analyses were adjusted for age, sex,
type of prevention (primary or secondary), and the baseline
lipid panel. A Pvalue <0.05 was considered statistically signif-
icant. All slatistical'analyses were conducted using SPSS ver-
sion 20, (SPSS Inc., IBM, Chicago, IL, USA).

The patients were seen at our clinic within a regular follow-up;
therefore, approval from the Ethics Committee was not needed.
The patients gave oral consent for participation in the study,
which followed the institution’s ethical rules.

Results

A total of 123 patients with heterozygous FH were included
in the study (Supplementary Online Table 1). They were di-
vided into 3 groups. The baseline characteristics of these par-
ticipants are shown in Table 1. Their mean age was 59+11
years; there were 66 (53.7%) men and 57 (46.3%) women. Four
(3.3%) patients were smokers, 30 (24.4%) patients had sys-
temic hypertension, 9 (7.3%) patients had diabetes mellitus,
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Figure 2. Waterfall plot of the variation (%) in low-density
lipoprotein cholesterol of 123 heterozygous familial
hypercholesterolemia patients after initiation of
PCSK9i. PCSK9i — proprotein convertase subtilisin/
kexin type 9 inhibitor.

Figure 1. Low-density lipoprotein cholesterol reduction (%)
from the baseline after PCSK9i initiation. PCSK9i —
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitor.

Table 2. Analysis of variance (ANOVA) comparing the reduction in mean low-density lipoprotein cholesterol between the 3 groups after
adding PCSK9i

.

Mean variation in LDL-c

(mg/dl+SD) Compared to 95% Cl P value
PCSK9i 125+60 PCSK9i+statin (-0.85; -0.15) 0.002
PCSK9i+ezetimibe (-0.28; 0.72) 0.86
PCSK9i+ezetimibe 103189 PCSK9i (-0.72; 0.28) 0.86
PCSK9i+statin (-1.28;-0.17) 0.006
PCSK9i+statin and ezetimibe 17572 PCSK9i (0.15; 0.85) . 0.002
PCSK9i+ezetimibe (0.17; 1.28) 0.006

€I - confidence interval; HDL-c — high-density lipoprotein cholesterol; LDL-c — low-density lipoprotein cholesterol; PCSK9i — proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitors.

28 (22.8%) patients were taking statin and ezetimibe prior to a 44.2% reduction ('fvom 283181 mg/d| to 158+83 mg/dl) in
the PCSK9i initiation, and 95 (77.2%) patients were statin-in- the PCSK9i monotherapy group (n=83), a 41.7% reduction in
tolerant. Of the statin-intolerant patients, 12 (9.8%) patients LDL-c (from 24768 mg/dl to 144+100 mg/dl) in the PCSK9i
were taking ezetimibe prior to the PCSK9i initiation and 83 plus ezetimibe group (n=12), and a 66.3% reduction in LDL-c
(67.5%) patients did not receive any lipid-lowering agents be- (from 26478 mg/d! to 89+57 mg/d|) in the PCSK9i plus statin
fore the PCSK9i initiation. Twenty-nine (23.6%) patients were  and ezetimibe group (n=28) (Figures 1, 2). Statistical analy-
being treated for primary prevention. Among the 94 (76.4%) sis (ANOVA) showed a statistically significant difference in
patients treated for secondary prevention, 82 (87.2%) patients  the mean LDL-c reduction between the PCSK9i plus statin and
had coronary artery disease, 3 (3.2%) patients had a history ezetimibe group compared to the other 2 groups (PCSK9i only,
of ischemic stroke, and 12 (12.8%) patients had peripheral ar- P=0.002, and PCSK9i plus ezetimibe, P=0.006), while no signifi-
tery disease. The overall mean total cholesterol, LDL-c, high- cant difference was noted between the PCSK9i only and PCSK9i

density lipoprotein cholesterol (HDL-c), and triglyceride base- plus ezetimibe groups (Table 2). A secondary multivariate anal-
line levels were 361483 mg/dl, 277478 mg/dl, 52+13 mg/d|, ysis using linear regression (% of LDL-c reduction=dependent
and 168469 mg/dl, respectively. variable) showed a significant correlation between the statin

group (PCSK9i plus statin and ezetimibe) and the percentage
The mean baseline LDL-c level dropped from 277+78 mg/dl  of LDL-c reduction ($=-20.21, confidence interval [Cl] [-30.46
to 141+84 mg/d! in the entire study population, accounting to -9.95), P<0.0001).
for a 49.1% reduction. The mean baseline LDL-c level showed

SR 9287841
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Table 3. A comparison of the responder rate between the 3 groups.

Whole population

(n=123)

PCSK9i+ezetimibe
(n=12)

PCSK9i+statin and
ezetimibe (n=28)

Responders, n (%) 61 (49.6%)

0dds ratio
95% Confidence interval

P value

32 (38.6%) 7 (58.3%) 22 (78.6%)
2.20 6
(0.6-8.1) (2-17.6)
0.24 0.001

PCSK9i - proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitors.

There were 61/123 (49.6%) responders in the study popula-
tion, who achieved the target of at least 50% reduction in their
LDL-¢ level from the baseline. They were 32/83 (38.6%) pa-
tients from the PCSK9i only group, 7/12 (58.3%) patients from
the PCSK9i plus ezetimibe group, and 22/28 (78.6%) patients
from the PCSKSi plus statin and ezetimibe group. Statistical
analysis showed a positive statistically significant relationship
between the PCSK9i plus statin and ezetimibe group and the
responder rate (OR=6, CI [2-17.6], P=0.001) (Table 3), and a
negative statistically significant relationship between the base-
line LDL-c level and the responder rate (Odds ratio=0.46, Cl
[0.26-0.82], P=0.009).

Discussion

All FH patients are systematically classified as high cardiovas-
cular risk patients according to the ESC guidelines for cardio-
vascular prevention [4]. A target of 70 mg/d| for LDL-c with at
least 50% reduction from the baseline is recommended [4].
Recently, patients who could not achieve the target LDL-c
value on statin and ezetimibe received the PCSK9i as triple
combination therapy [4,16,17]. However, few reports reflect-
ed the application of PCSK9i in clinical practice, especially in
FH patients. Here, we present a real-world, single-center ex-
perience of PCSK9i use in the FH population referred for lipo-
protein apheresis.

In our study population, the use of PCSK9i was associated with
a 49.1% reduction in LDL-c from the baseline. This result is sim-
ilar to the 43% to 69% drop in LDL-c levels reported in previ-
ously published studies [18-26]. We found a potential synergic
effect between the statin and PCSK9i, revealed through a sta-
tistically significant (P<0.01) reduction in the LDL-c levels ob-
served in the patients taking PCSK9i on top of the statin, com-
pared to the patients treated only with PCSK9i or with PCSK9i
plus ezetimibe. A similar result was reported by Deshmukh et al,
which showed no significant difference with the addition of
ezetimibe [23]. Currently, there is no clear indication that the
statin type or intensity relevantly affects the LDL-c lowering
by PCSK9i. The 2019 ESC guidelines [4] and Ridker et al [17]
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have endorsed a constant PCSK9i efficacy, regardless of the
background therapy. Rallidis et al [27] reported a potent effect
of PCSK9i on top of the statin in LDL-c reduction compared to
those receiving PCSK9i monotherapy. By reducing the intra-
cellular hepatic cholesterol, statin subsequently activates the
sterol regulatory element binding protein transcription factor,
increases not only the LDLR expression but also the PCSK9 ex-
pression, and consequently the circulating PCSK9 protein [5].
A 7.4% to 35% increase in the PCSK9 protein level was shown
with the use,of statins [28]. This boosts the efficacy of PCSK9i
and facilitates the expected reduction in the LDL-c level. It ex-
plains the smaller reduction in LDL-c that is observed in pa-
tients treated with PCSK9i alone or combined with ezetimibe,
making it more difficult to achieve the target goals in statin-
intolerant patients. For this reason, the proportion of patients
achieving the target 50% reduction in LDL-c from the baseline
is 49.6% and it is lower than found in the literature (56% to
85.4%) [18-26]. Clinical trials have reported that 65% to 85% of
the studied populations reach their treatment targets [29-31].
This discrepancy can be linked to the higher baseline LDL-c lev-
els of our study population (277 mg/dl) compared to the pre-
viously described LDL-c levels in the literature (155 mg/dl to
219 mg/dl). The multivariate statistical analysis showed a sta-
tistically significant negative relationship between the base-
line LDL-c levels and the potential satisfactory reduction in
LDL-c levels (P=0.009); starting from a lower baseline, LDL-c is
predicted to show a greater drop in LDL-c, and a significantly
(P=0.001) higher proportion of responders are shown among
those treated with statin and PCSK9i.

The recommended satisfactory reduction in the LDL-c levels in
the present study’s FH population were observed, while PCSK9i
was associated with statin. In parallel, a low baseline LDL-c
level is a predictor for a greater reduction in LDL-c, and no ad-
ditional benefits were attributed to ezetimibe. Regardless of
an overall observed alirocumab efficacy similar to the results
of large randomized clinical trials, we highlight a statistical-
ly significant difference between the 2 prescribed regimens
(with and without statin). It is important to consider that in
our study, the treatment regimen excluding statin was pre-
scribed in totally statin-intolerant patients.
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To summarize, we emphasize the value of PCSK9i use in the
FH population referred for lipoprotein apheresis in real-life
practice, especially when combined with statin. Consequently,
in order to obtain the best efficacy, PCSK9i is the appropriate
therapy only in FH patients already on statin therapy and with
moderate LDL-c levels before PCSK9i initiation.

Limitations

This study was a single-center experience reflecting the find-
ings for PCSK9i use in a regional lipid clinic. Only alirocumab
was used and its effects are reported in this study. The restrict-
ed inclusion criteria were defined according to the conditions
for PCSK9i-reimbursement approval by the French health au-
thorities. The 6-month follow-up is a short period to monitor
the long-term LDL-c efficacy in FH patients.

Supplementary Data
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Conclusions

We presented a single-center study showing an overall effica-
cy of PCSK9i in real life for the heterozygous FH population re-
ferred for lipoprotein apheresis. In these patients, the associa-
tion of statin is essential for a greater reduction in LDL-c and
an improved chance to achieve the target goals as a signifi-
cant difference has been shown between PCSK9i monotherapy
and the statin-associated regimen. Further research is needed
to disentangle the best predictive parameters of PCSK9i effi-
cacy in this severe FH population.
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Effect of causative genetic variants
on atherosclerotic cardiovascular
disease in heterozygous familial
hypercholesterolemia patients

Anthony Matta**®, Jean Pierre Rabés®, Dorota Taraszkiewicz®,
Didier Carrié®, Jéréme Roncalli® and Jean Ferrigres®™

il. France,
oulouse-Rargueil Unnversity

Background: Heterozygous familial hypercholesterolemia (HFH) is an autosomal
deminant genetic diserder leading to a lifetime exposure te high low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-c) level and an increased risk of premature
atherosclerotic cardiovascular disease [ASCVD). We evaluate the effect of a
causative genetic variant to predict ASCVD in HFH patients undergoing treatrment.
Materials and methods: A retrospective cobort was conducted on 289 patients
with possible, probable, and definite diagnosis of HFH according to Dutch Lipid
Clinic Network Score and in whom DNA analyses were performed and mean
LOL-¢ level was above 155 mg/dl The study population was divided into groups
based on the presence ar not of a causative wariant (pathogenic or likely
pathogenic). We observed each of the study's participants for the occurrence
of ASCVD.

Results: A causative vanant was detected in 42.2% of study participants, and
ASCWD has occurred in 21.5% of HFH patients. The incidence of ASCVD (27% vs.
17.4%, p=0.048) and the mean of LDL-c under an optimal medical treatment
(226 + 59 mg/dl vs. 203 + 37 mg/dl. p =0.001} were higher in HFH-causative
variant carriers than others. After adjusting on confounders, ASCVD was
positively associated with LDL-¢ level [OR = 2.347; 95% (1.305-4.221), p = 0.004]
and tends toward a negative association with HDL-c level [OR = 0140 95%
(0.017-1156), p=0.059]. There is no more association between the detection
of a causative variant and the occurrence of ASCVD [OR=1.708; 95% (0.899-
3242), p=0102]. Kaplan Meier and log rank test showed no significant
differences in event-free survival analysis between study groups (p = 0.523).
Conclusion: In this study population under medical care, it seems that the
presence of a causative variant did not represent an independent predicter of
adwerse cardiovascular outcomes in HFH patients, and LDL-c level played an
undisputable causal role.

KEYWORDS

heterozygouws familial hypercholesterclemia, genetic variant, cardiovascular disease, LDL-c,
atherosclerosis
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Introduction

Heteroeygous  familial  hypercholesterolemia  (HFH) is an
atesomal  daminant genetic disarder ]Eaﬂi.ns v a ldetime
exposure 1o high low-density lipoprotein cholesteral (LDL-c) bevel
amd an increased risk of premature atherosclerotic cardiovascular
disease (ASCVD). In most countries, the heterozygous form of
familial h}'pcrdmlﬁi:mluﬂ: (FH) wsually affects 1 in 313 to 120
individuals  (1-3). The Duich Lipid Clinie Network Score
(DLCNS) is a walid diaﬁm.ﬂi_‘ soore for FH. It includes a set of
criteri: patient’s Bmily history of eardy-omsel  cardiovascular
disease  in  his  Arst-degree  relatives, persomal  history  of
cardiovascular  disense, physical signs of  hypercholesterslemia
(tendinous xanthoma and/or arcus comealis prior 1o age 45 years),
Ci:l'l:l.l].ﬂli.lls level of LIPL-¢, and Po&i!'me DNA :n:l:fii.i for a ﬁ,ﬂ'llﬂj:
variant in LDLE (Jow-density lipoprotein cholestero] receplor),
APOB (apolipoprotein B), or PCSK® (proprolein  converlase
subtilisin/kexin type-9) gene (4). DLCNS stratifies the dagnosis of
FH into four categories: unlikely (<3 points), possible (3-5 points),
probable (6-8 points), and definite (> points). Thus, DNA testing
"inFHI' bf:mm]inlu’naﬁlmal:nﬂ
scientific societies. Il emsures a precise molecular diagnosis, a
screening cascade identifying unknown amnd asymplomatic FH
patients among dosed family members, an eady initiation of
upl:i.mal meedical ﬂtmpy. amd a progoostic stratification (3, 6).
Apart from the traditional HFH-causing variants in LOLR, APOH,
amd POSKY genes, the detection of mutant APOE gene in HFH
patients is recently considered as a ciuse or an exacerbating factor
of HFH phenotype (6-8). I seems that patients with digenic
causality, combined LDLE and PCSK® gene variants, experienced
pouor cardiovascular outcomes marked by a high frequency of mon-
fatal uryuﬂrﬂial infaretion (9) It is Il.OIE'I'I'I'.II.'III.:f that the sk of
obstructive coromary  artery  disease in HFH patients  with
pathogenic variant and LDL-c bevel of =190 mgfdl was 22 times
higher than that of general population with LDL-c level of
<130 my/dl (10). It was abo siv times higher in HFH patients
without pathogenic variant compared with the reference group
{10} In the setting of HFH, clinical trials evaluating the risk of
atheroscherosis depending on DNA analysis are scarce in literature,
Maost published ones assess the difference in risk between FH
patients and the general population. The present study compares
cardiovascular outcomes in HEH population under medscal care
with versus  withowt 2 causative variant and  evaluates  the
asmociation between different fene varianis and ASCVI.

Bor

Materials and methods
Study design and population

A retrospective cobiort was conducted on 854 patients who were
referred 1o the Department of Preventive Candiology 28 Toulowse
University Hospital, Rangueil, France, and for whom the results of
DA anabysis test are available. We collected the availsble controls
uf]ipidp:lnd ﬂw:inulhu E.I“M‘-'I.T-Peti.ld wﬁﬂ:r\ecei\u'nﬁlh!
maximum  lolerated  medical  thempy. The  follow-up  period

10 S5E9 Mowm 2025 11 BZ5054

extensded from the date of the Arst lipid panel tll the occurrence of
ASCVD or the kst available fllow-up. The DLCNS and means of
collected LDL-c levels in the course of time were cabubied for
each of the studys participants. Patients aged above 18 years old
and whe fulfilled the diagnostic ariteria of possible, probable, and
definite HFH according to0 DLCNS were incduded in this study
(289 patients). Patients with incomplete data (hek of follw-up
information), yourger than 18 years old, with mean LDL-¢ aof
§155m5l'd.|, and unﬂi:l:( for HFH ﬂiaeu.m': (DLCNS af <3) wene
excluded from this study (358 patients) One patient with
homeorygous FH owas also exduded. Six patients with genetic
variant of unknown significance were excluded. Then, we chserved
sty participants Gl the ooourrence of a sgnificant atherosclerotic
cardiovascular event or the kst available follow-up. The study
population was divided into two groups: firs, sccording 1o the
development or not of ASCVD and, second, according to the
detection or not of a causative varianl. 'We evaluate the differences
in the incidence of ASCVD and means of wtal cholesteral, LDL-¢,
HIM.-¢, I!riﬁ:r:urid.-k. ]i.pu'pu'ului.n.ta.} [I.p{:!]. a.pu]l.pupmlmn Al {Apu
Al), and a.pu]i.pupmluin B iApa B) levels amonyg the study roups.

Data collection and end point

Baseline characteristics of Hud:f 'papula.l.i.un.. results of DNA
analysis, and full lipid pand tests [total cholesterol, LDL-c, HDL-¢,
!rigl}m'ideﬁ, I.P[a], A.pu Al and A.Pu HI under an aplinal
tolerated  kipid-bowering therapy were collected throughout the
follow-up period. The DLCNS and means of chalesterol, LDM-¢,
HDL-¢c, trighcersdes, Lpla), Apo Al and Apo B level were
caleubited for each of swdys partcipants, respectively. ASCVD
wudnrm]hrammﬂunmmminﬂudhnduruf
peripheral arteries or canotids on Doppler ultrasound, an ischemic
sroke was revealed on cerebral imaging, and maore than 50%
recuction in the coronary adery lumen was detected on a coro
scanner or coromary angiography. DNA sequencing of the LDLE,
POSKS, APOE, amnd APOE penes wene pﬂ'fun'nrd. all genetic
variants and their causal effeds were verifiad I'.l]. "R amd
subsequently classified as pathogenic, likely pathogenic, vasiant of
unknown significance, likely benign, or benign. Considering their
comsequences, pathogenic and likely pathogenic causative genetic
variants were segregated into two sublypes: moderate or severe.
Severe  varinis Enompas hrF rearrangements and proint
Ol ns m::mmunﬁ for non-sense, (rameshifs, E'P]u:inﬁ, amd
imitiation codon  los  mutations. Moderate  variants  include
missense, in-frame deletion, or duplication and 5" regulatory
mutations. The HFH-causative variant carriers group includes
par}m*plif and  likely Fﬂlhl.‘ls,ﬂ'lif variants, whereas HFH-no
causalive varil group inchudes variamts of unknown hﬂni.rmn:.
bﬂ'liﬁl’l amd Iikﬂ]:f bcm'p wartamts, and Paﬁen!t with undetected
penetic variant. We aim to evaluate il HFH with a causative
variant patient undergoing medical care was more associated with
ASCYD compared with HFH-no causative variant carrier. Patients
were informed a1 hospital admissions thay their clinscal data could
beumll’wr:huld\pqrpr.miu ANGIVITHAIS form, amd non-
opposition  consent  forms  were  obtained. The whod was
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registered by the Minigry of Research and the Regional Health
Agency Occitanie (no. DC-2017-298).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS version 20.0.
Crualitative  variables frequency  and
percentages, while quantitative variables were summarized as
means and standard  deviations. Categorical variables  were
compared with the wse of ¥ test or Fisher's exact test as
appropriate, while continuous variables were studied with the use
of ttest. Mormality and variance homogeneity for continuous
variables were checked. Kaplan-Meier curve and log rank test
were wsed for survival analysis Multivarable logistic regression
amalysis was wsed 1o test the association of ASCVD with
HFH-causative variants. A two-sided p-value of =005 was
considered 1o be of statistical significance.

were  expressed by

Results

Out off B54 screened patients, a tofal of 289 patients were
included in this study. The mean age of stuwdy population was
49113 years old, and 37% of sudy participants were males.
Based on DLCMNS, the diagnosis of HFH was definite (=8 points)
in 4EB%N, 'Fn'r.lb:b]! (6-8) in 4.2%, and PL'B&IH.I.' {3-5) in 47.1%.
The DNA analysis detected a genetic causative variant in 42.2%
of study participants. The causative variants were found on
LDLR gene in 33.6%, APOE gene in 7.6%, PCSK? in 0.3%, and
APOE in 0.7% (Figure 1). Over a mean follow-up period of
587 +597 years, ASCVD has occurred in 21.5% of study
participants. The observed cardiovascular events were coronary
artery disease (18.2%), ischemic stroke (14%), and peripheral

s

0.7

® Mo mutation ® LDLR = ApoB = PCSES  ® ApoE
FIGLRE 1

Pie chart representing the prevalence of no mutation, LOLR, Apo B
PCEKS, and Apo E mutations in the study population

artery disease {1.4%). Compared with no ASCVD group, HFH
Pa!i:nb whao ﬂw:loped. ASCVD were -Dﬁtnmunl]' males (4R.4%
vi. 33.9%, p=0.037), were obder (52112 vs. 48113, p=0.037),
and had higher means of ttal cholesterol (310+ 74 vs. 288 + 46,
P:MH} and LDL-¢ (233 + 66 wa. 207 £41, P=ﬂ.ﬂ|:|\ﬂ levels. In
addition, causative variants were significantly more expressed in
study participants with wversus without ASCYD (53.2% vi. 39.2%,
P =0MR} (Table 1} On the other hand, HEH-causative variamt
carriers were younger (451 14 vs. 52211, p=0001) with higher
mean LDL-¢ level (226259 vs. 203137, p=0001}. Also, HFH
patients with Pa.rhuﬂeni: and Ekd:f pu.ll'mgtnit varianl were al
greater risk of ASCVD (27% wva. 174%, p=0.048) (Table 2).
After adjusting on confounders (age, sex, HDL-c and LDL-¢
lewels), the mubtivariable ]uﬁiﬂic n*nb&iun showed a puﬁ!i\.'e
association of LDL-¢ level [OR=2.658; 95% (1.495-4.729),
p=0001] and age [OR=1034; 95% (1009-1.060), p=0.008]
with ASCVDL respectively. The HDL-¢ level tends toward a
negalive associalion with ASCVD [OR =0.132; 95% (0.016-1.073},
p=10058], whereas male sex tends toward a pesitive association
[OR = 1823; 95% (1.974-3.413), p=0.061]] (Table 3—model 1).
Unlike the results of bivariate analyses, the detection of a causative
variant becomes o more significantly associated with ASCYD
[OR = 1713 95% (0.902-3.256), P:ﬂ.lﬂ]] (Table 3—mode 2).
Only after exduding LDL-c from the statistical muodel, the
association between the presence of causative genetic variant
and ASCVD was statistically significant [OR = 2.14%; 95% (1.170-
3.948), p=0014] (Table 3—mode 3). Smilar resubts were found
after a second revision of genetic analyses stratifying study
participants into three categories: severe, moderate, and no
causative genetic variant (Supplementary Tables 51 and 52). Note
that the means of LD« differed sgnificantly among study
sub-groups (Table 4) and this difference was mainly observed
betwesn LOLE variant carriers and those with no cwsative varian
(p=0003) (Table 5). Lastly, the Kaplan-Meier curve and log mnk
test failed to detect a significant difference in survival analysis for
freedom of ASCVD between study groups (e casative variant vi.
causative variant carriers, p=0.547) (Figure 2).

Discussion

The present sty i one of the few available sudses 10 report
on the prediction of HFH-causative variants including APOE
variant type. It showed that HFH-causative variant carriers are
mare likely exposed to cardicvascular events and expressed a
higher level of LDL-c, especially those with LILE variant type.
However, the detection of HFH-causative variant per s¢ was not
significantly assocated with the occurrence of ASCVD in the
course ol time. Thus, the increased bevel of LDL-¢ remains the
strongest independent predictor of ASCVD.

To date, available evidence on the effect of genetic variants on
cardiovascular risk in HFH patients is controversial. For example,
in Dutch HFH patients, the effect of LDLE variant type on
survival analysis for freedom of cardiovascubar event was only
observed in the siatistical models after exchuding LDL-c level
(11} Like ws, authors conclude w0 a greater role of LDL-¢ level
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TABLE 1 Characteristics of study population with versus without atherosclenotic cardiowascular disease (ASCVD).

Age iyesr) 9213 52211 a1
Maks [N, %] W7 {37%) 30 (4E4%) 77 (329%)
BAAL (hgglm®) HMizds Hb+19 I dh
[ Sarmsker (N, %) [ 53 (18.3%] [ 1L {17.7%) [ 42 [185%]
Spmemic bypenensioa (N, %) 44 (15.3%) 11 {17.7%) 33 [1a5%)
Diskenes mellitus (N, %) B (1E%) 4{65%) 411N}
Causative mutatics: (N, %) 122 [422%) 13 53.2%) B9 (30.2%)
| Mutated gene (N %) [ [ [ ™ oum
toLE 97 (23.5%) 1 (a0.3%) 72 (3L7%)
Apu B 23 (7.} 7 (113%) 15 {6.6%]
PUSKS 1 03w o 1 4%}
[ApnE T T s T A I
| DNCS (v, %) [ [ [ [ e
3.5 puints {pusible) 136 [47.1%) 13 4214%) 123 {54.2%)
6-8 puints {peobable) 12 (4.2%) 11 17.7%) 1 [24%)
| =B puints deisite) . 141 [48.8%) . M (1.3%) . W3 {454%) .
Mican total cholesterul [zgidl) 292254 NoeTe Ty 029
Miean LDL-¢ (sgidl] FTEPTT) Bl W dl 004
Miean HDL-¢ (mgidl) 6025 sz16 62217 0162
Mizan wrighpeeride {mpdly 135255 [EEPE] 123 2 54 186
Miean Lpis) (mg'dl] FreeT w4 PPy 486
<10 mgidl (%) FE ) 7% 3a4% | o
10-50 mghl (%) . e 2%
50 mghdl (%) fry 5% 2%
Miean Aps A1 [mmidl) 156225 Elen 157225 .16
[ Mean Ape B (mghdl) [ 150+ 33 [ 152439 [ 9= 34 [ ougar
Fulloa-up (yea) 597 £5.97 Sl0z63% 611585 187

El, by rass imckes; LOLR, Low - density lipopnobein chokeneeol recepion; PCSKS, propeotein cometase subtilisiikesin type-%; Apo, apolipopeotein; DLMCS, Dutch Lipsd
Matwod Clinic Soong; LDL-c, lvw-density Bpopeotein cholenendd; HDL-c, high-dansity Epopratan dhokenerol; Lpdal, Bpopeoben (al

TABLE 2 Characteristics of study population with wersus without causative mutation.

Age (year) 813 45:14 P ol
Maks [N, %] 107 (37%) 15 (7.7%) &l [365%) ome
BAMI (g’ 1432 2446 A9+ 505 1448 = 307 e
Sacker [N, %) 53 [1E3%) 4 {19.7%) ¥ [17.4%) [TE;
| Symemic bypencnsion [, %) | 44 [152%) | 14 {(11.5%) I 0 (13%) T nam
Disbetes mellitus (N, %) B 28%) 4013%) 424N ons
Miean total chulesternd mgfdl) 25 299 £66 188 £ 41 om7
Miean LDL-¢ (sg/dl] 13248 126+59 W3 £37 o
Mian HDL-¢ fmgidl) 225 715 =T " omz
Mizan wighpeeride {mgldly 155 1041 137 261 [ oon
Mean Lpw (egidl] T a=4 e [
<10 mghdl (%) FE % FEE o2
105 mg/dl (%) EET) IEE% % I
" +50 mgldl (%) B Y [ N5 — I53% I
Miean Ages A1 [sgidl) 15615 15217 139en ama
Mizan Ape B {rgidl) 15035 156 £ 41 M5 £1% omn
ASCVD (N, %) 62 [21.5%) 3 (27w = [17.4%) o
[ Fedlow-up (pese) I ssyss@r | FETPYE] I 4se =531 ol

EMll, body ass indes LDL-cC, bow-dereity poprotein cholastenal, HOL-C, high-deraity poproten cholastenal Lpdl, Bpopeotain () Apo, apolipoproteing ASCWVD,
athercaclolic cardirvincular diseag.

than causative variant per se on predicting cardiovascular risk. This  published large French cohbart has indirectly illustrated the same
shared conclusion ensues from the similarity between both study’s  finding.  This cohort has  showed almost  smilar  all-cause
findings, in particular multivariable analyss results. Abso, a recently  mortality rate in HFH patients with clinical versus genetic
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TABLE ¥ Statistical models of multhvariable logistic  regreszion
irestigating the association betessen the presence of causathee

mutation and development of atherosclerotic cardiovascular disease
adjusted on confounders.

10 55ES Howm 2025 11B2554

TABLE 5 Bonferroni test comparing the mean difference of Low-density
lipoprotein cholestenol befwesn study sub-groups.

OR p-value
| Sex 1813 11.974-3.413) il i setalion (00506; 0.3733) 0003
Age 1034 11.009- 1060} .08 'LDLR PCEKSApe E (-0E7SE 0R0Y) | |
Mean LDL-¢ LA5E 1148547249 0.1 Apo B =364 D.2324) 1
Mean HOL-¢ oz H00kG-LATY) GE Mo srelalion [ 0U5895; L8 A17) 1
LILR |=08062 DE753] 1
" ApuB (—0M9L 068N | |
OR Ky serlation | =006 0.5645] 0063
L2 1.830 _I:II.IIEI-J.S\JII | L] Aps B LINR | =02334 D3£43]) 1
™ LMD | (LO4-L0ET) w003 PCEKS Ags E {=06463; 09091] 1
Causalive mulition 1713 L1, 156] 0100 P o e —
Mean LDL-¢ 1334 {1298 4. 105] [T A ——
Mean HDL-¢ 148 HL0LA-1.113]) [

{1.076-3.72E)

D2E
Ap T {1.018-1.070) 0001
Causallve mutation 1149 (1170-3.5848) n0L4
Mican HIL-¢ T oams | jma-Len 0151

OR, odds ratio; Cl, confidencs intenal; LDL-c, Low-density Bpoprotsn cholserol;
HIDL=c, high=density lipoproiein chobesberol

TABLE 4 Hrushal-Wallis test comparing the means of lUpld pamel
components between study population sub-groups.

Total cholemensl | 287242 | 19728 | 309255 | 277 | 055
)

LD ¢ {mgidl) M3:37 | H5s6l | 23145F | 18%51 | 0004
HDL< (mgl) | 63:30  Sa=ld | 63205 | Bxld | amo
Lpa (mgidl) 131 | Adzé6 | Tell | el | 098
Apo Al (mgill) | 159213 | 149236 | 159226 | IT4d1 | 0003
Apo B sl | W6+29 | 153242 | 162+30 | M428] | OIS0

LOL+R, losw=density Bpoproiein cholestenal receptor; PCSKY, proprotein convenase
subliEsinfioxin  type-3; Apo, apolipopeobei; LDL-c, kw-density  lpoprodsn
chalestenal; HDL-c, high-deraity lipoprotein chokesteral Lpa, lipopeotan a

diagnosis (5.54 vs. d.66 per 1,000 persons). Therefore, the sates of
coronary events (24.66 vs. 15.89 per 1,000}, cerebral events (3.44 vs.
247 per 1,000), and peripheral artery disease (363 vs. 266 per
1,000} were slightly higher in those with clinical diagnosis (12).
In Cnpenha.sgn Bunem] pnpuh'l.iun. Ty ﬁﬂniﬁr.a.nl differences in
coronary arery disease and myocardial infarction-free survival
were observed between APOB variant carriers versus non-carriers
(12). A significant difference in LDL-¢ level was mainly observed
in patients expressing LINLE variant type (13,14). In opposition,
some studies found that HFH patients with genetic variant are at
elevated risk for adverse cardiovascular sulcomes compared with
no-variant group (15-18). Benn M. et al. reported a risk of
coronary artery disease in LDL-c receptor gene mutalion carriers
3.3 times higher than that in non-carriers (13). Khera and co-

workers reported that being aware of FH mutation provides
additional benefits on cardiovascular risk prediction than LDL-¢
level alone (17} Data from Japan suggest that genetic dizgnosis
may wdentify individuals at high risk by reflecting a lifetime
exposure lo the increased level of LDL-¢ (1B). In Framnce, we
observed that one-third of patients carrying a severe mulation
experienced a cardiovascular event with an average of 25 events
per patient, while one-fourth of patients carrying a maoderate
mutation experienced a cardiovascular event with an average of
twor events per patient (19} A 2- 1o 3-fold increase in the risk of
coronary artery disease has also been reported in HFH variant
carriers (16). Indeed, the baseline LDL-¢ before initiating a
medical treatment has been only used (16). In the present study,
we were interested in LDL-¢ profile under optimal medical
therapy as it may rellect more precisely the atherosclerotic
impact of a cawsative variant in the real-world practice. Other
studies. have identified an assodation between LDLE variant type
and ASCVD by revealing a link with carotid plaque formation
(14} and ehstructive coronary artery disease (13, 14, 17, 20). This
augmentation in cardiovascular risk was not observed with the
remaining genetic variants, PCSK9 and APOB. In line with
previously published studies, we do not reveal a significant
difference in cardiovascular risk related 1o gender in HFH
patients. However, it seems likely that males could be an higher
rigk and HDL-c level could be inversely associated with ASCVI
in such HFH-treated population (21-23) Alse, it is worth
highlighting the potential role of non-LDL genetic factors that
result in hypercoagulation  and  hypofibrinolysis a8 cawsal
components of ASCVD in HFH patients, isdependent  of
elevated LDL-¢ (24, 25). For example, Kasteleins group has
shown an association between coagulation gene polymorphisms,
eg. G20210A, and ASCVD in FH patients (26). These
imvestigators showed that FH individuals had increased factor
VI compared with non-FH {27). A literature review of these
findings has been provided by Rawnskov et al (28, 29). These
findings may pantially explain the benelficial effects of stating in
FH due to their plei and anticoagulant effects (30-32).

r o
Thus, the discrepancy between  the study’s  results  on
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Kapan-Meier survival analysis for freadom of athercsclerotic cardiovascular dizoase in FH patients with versus without causative mutation (p = 0547

atherosclerosis risk prediction of causative variant in HFH patients
may be related to differences in non-LDL genetic factors'
expression among the study’s populations.

To summarize, it seems that the effect of a causative variant on
th lerosis in HFH patients solely passes via the LDL-¢ level.
Then, DNA analysis mainly plays a key role in the diagnosis and

follow-up approach. The differences in lipid-Jowering therapy and
dose changes over time were not discussed. A large proportion of

study particig were statin-i P Statin
is defined as the inability to tolerate at least two stating, one at the
lowest dose. H we d the last dical

s
of each of the study’s partiGpants. We observed that

screening cascade. It provides an early diagnosis among family
members and may reduce the lifefong exposure to high 1LDL-¢
level, whereas its usefulness for risk stratification remaing
uncertain (33, 34). A recently published paper highlights that the
risk of incid di lar di event depends on a
cumulative exposure to LDL-¢ (35). Otherwise, the cost-benefit

lysis of geneti lysis tests is b even in the
developed countries like Europe and Australia (36-38). Laaly,
non-LDL genetic factors that result in hypercoagulation and

60.9% of study participants were treated with PCSK9i alone; 26.6%
with PCSK9i and stating; 97% with PCSK9i, stating, and
ezetimibe; and 2.8% with PCSK9i and ezetimibe. The number of
collected lipid pand tests varies b study participants. In
addition, we the small sample size and limited number of
study participants in PCSK9 and APOE sub-groups reducing the
ability to make concusion about differences among study sub-
groups. The polygenic risk score in HFH-no causative variamt
carriers was not evaluated noticing that it is not yet widely

hypofibrinolysis play a potential role as causal ents of performed due to a less robust evidence base for utility (39).
ASCVD in HFH patients, independent of elevated LDL-c.
o Conclusion
Limitations
The study emphasizes the undisputable causal role of

The study design may predispose to selection bias. This study
was carried oul in a single large tertiary center, but this ako
the h y of the patient's management and

¥
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LDL-¢ for the occurrence of ischemic cardiovascular events in
HFH patients with and without the causative genetic variant.
While the incidence of ASCVD and level of LDL-¢ were higher



in HFH pathogenic or likely pathogenic variant carriers, the
detection of a causative varian! did nol represent per s an
independent predictor of adverse cardiovascular sutcomes. Thus,
the wiefulness of DMA amalysis en top of LDL-c level for
prognostic  classilication B uncertain.  Additional  larger
progpective studies are warranted 1o examine this question.
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