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Réseau national
« Hereditary Cholestasis and choleLithiasis »

® Quatre laboratoires associés a des centres de
Compétence/Reference cliniques de maladies biliaires :
Kremlin-Bicétre, Tours, Beaujon et Saint-Antoine.

® Depuis 2000, etude moléculaire des genes codant les
transporteurs biliaires.
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« Hereditary Cholestasis and choleLithiasis »

® Quatre laboratoires associés a des centres de
Compétence/Reference cliniques de maladies biliaires :
Kremlin-Bicétre, Tours, Beaujon et Saint-Antoine.

® Depuis 2000, etude moléculaire des genes codant les
transporteurs biliaires.

®* Gene ABCB4 : 27 exons codants et jonctions introniques
adjacentes.

® Sequencage par eélectrophorese capillaire multicanaux

® Controle de qualité annuel.



Variants : Criteres

® Classification
- Variants Tronguants & epissage
- Variants Faux Sens



Exemples de variants tronquant et faux sens

Exon 13
c.1553delT
p.Leu518Tyr fsX15

Exon 13
c.1493C>T
p.Thr498lle




Variants : Criteres

® Classification
- Variants Tronquants & Epissage
- Variants Faux Sens

® VSCI, sur quels criteres?

- Absence des bangues de données SNPs
dans une population témoin
- Explore par des logiciels de prédiction protéeique,
de conservation entre especes et de l'effet sur
I'épissage.



Le transporteur biliaire ABCB4 / MDR3

Microlithiase




Variants d’ABCB4 : Phénotypes

Cholestase
chronique




Phénotype des patients du réseau — 2000-2008

N=1516




Frequence des variants d’ABCB4

Phénotype Fréguence des variants

PFIC3

Chronic cholestasis

ICP: Intrahepatic cholestasis of pregnancy
LPAC

Cholelithiasis

53
253
316
455
439

86 %
3 %
23 %
49 %
15 %

2000-2008



Nature des variants d’ABCB4
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Nature des variants d’ABCB4

PFIC3 (n=53)
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Statut des variants d’ABCB4
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Corrélation genotype/phénotype

Enfance FIC3 Homozygote
Hétérozygote
composite
Chronic
Cholestasis
Jeune adulte ICP Hétérozygote

/ =\

Cholelithiasis



Extracellular

Distribution des variants dans la proteine

MDR3
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Phénotype des Patients analysés
au LCBGM Saint-Antoine — 2009-2012

(n=616)




Frequence des variants d’ABCB4

Phénotype Fréguence des variants

Chronic cholestasis 81 20 %
ICP: Intrahepatic cholestasis of pregnancy 117 26 %
LPAC 240 41 %
Cholelithiasis 178 14 %

2009-2012



Nature et Statut des variants d’ABCB4
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Diagnostic moléculaire des maladies cholestatiques
et lithiasiques héréditaires de I’adulte

(Lithiase intra hépatique N (Cholestase gravidique N rPFIC N
LPAC Maladies cholestatiques Cholestase chronique (CC) &
(Low Phospholipid Associated Cholelithiasis) chroniqgues inexpliquées Cholestase récurrente bénigne (BRIC)|
fibrosantes
*+ <40 ans
« Récidive aprés cholécystectomie
« Foyers hyperéchogénes intra- hepathues
\_ /L V.

| / |

[ Géne ABCB4 / MDR3 Géne ABCB11 / BSEP Géne ATP8B1 / FIC1 )

Séquence 27 exons Séquence 27 exons Séquence 27 exons




Perspectives

® Validation fonctionnelle des variants
®* Séguencage « Haut Débit »

* Identification d’autres génes impliqués ( Exome)
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Défauts engendreés par les mutations
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La mutation I541F

NH2

extracellulaire

cytoplasmique

COOH

1541F

NBD1 NBD2

® La mutation 1541F est responsable d'une PFIC3 chez un patient

homozygote

® Elle est localisée dans le premier domaine de liaison de 'ATP



La mutation I541F
entraine une réetention intracellulaire

Reproduction de la mutation dans deux lignees cellulaires

Cellules MDCK Cellules HepG2
ABCB4-wt ABCBA4-1541F
ABCB4-wt ABCBA4-1541F
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La mutation 1541F entraine un défaut de
repliement

* ABCBA4-I1541F reste sous forme immature

WT 1541F

- 250
mature =
immature —> -
-130

L’abaissement de la température restaure la maturation et
I'expression canaliculaire

37° C 27° C
mature =>
immature =>» -

ABCB4-1541F

ABCB4-1541F



La cyclosporine A restaure ABCB4-1541F

WT ABCB4-I541F
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La cyclosporine A permet de restaurer la maturation du mutant

ABCBA4-I541F qui se relocalise au canalicule biliaire dans les
cellules HepG2



Effet des mutations T34M et R47G

® Les mutations T34M et R47G ont
éte décrites chez des patients
hétérozygotes atteints d’'un
syndrome LPAC

T34M R47G

WT T34M RA47G

* ABCB4-T34M et ABCB4-R47G présentent une maturation
normale

* lls sont exprimés a la membrane apicale des cellules MDCK



Les mutations T34M et R47G entrainent un
défaut d’activité

100,

80-
-
i 60- Dosage de la PC excrétée
(8; 10 par réaction enzymatique et
o lecture fluorométrique

20-

T34M R47G

®* Les mutations induisent un défaut de sécrétion de PC




Conclusion

Deux phénotypes différents ont été observes dans les cellules

®* Rétention intracellulaire :

Possibilité de restaurer le trafic, perspectives de
traitement pharmacologique de la PFIC3

* Défaut d’activité

Nécessite de mieux comprendre les mécanismes de
regulation de l'activiteé d’ABCB4
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