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Sommaire 

La maladie coronarienne athéroscléreuse est un problème majeur de santé publique 

en Amérique du Nord. En particulier, les hyperlipidémies sont des désordres associés à un 

risque augmenté d'athérosclérose précoce. Les études ont démontré que l'athérosclérose 

commence dès l'enfance et que les facteurs de risque chez l'enfant, tant génétiques, 

qu'environnementaux, sont les mêmes que ceux retrouvés de l'adulte. La caractérisation 

précoce des dyslipidémies est donc essentielle pour leur compréhension, leur traitement et 

pour la prévention de l'athérosclérose dès l'enfance. 

Au Québec, la fréquence de maladies héréditaires du métabolisme des lipides est 

très élevée, notamment celle de l'hypercholestérolémie familiale (1-11) et du déficit en lipase 

lipoprotéique (LPL). De plus, on retrouve des caractéristiques mutationnelles régionales à 

ces deux maladies qui en facilite 11  identification chez les canadiens français. 

Ce mémoire est composé d'études cliniques, biochimiques et moléculaires de trois 

dyslipidémies retrouvées chez l'enfant au Québec, à savoir: le déficit en LPL, 

l'hypertriglycéridémie et l'HF. 

Le déficit en LPL est une maladie autosomique récessive, associée à une élévation 

marquée des niveaux plasmatiques des particules riches en triglycérides (TG), notamment 

des chylomicrons. Le traitement est assuré par une diète pauvre en gras. Des complications 

sévères comme la pancréatite aiguë peuvent se présenter chez le patient mal contrôlé. Le 

déficit en apo CII ou la présence d'un inhibiteur circulant peuvent causer un tableau 

clinique similaire. 
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Nous avons étudié 18 patients avec une hyperchylomicronémie diagnostiquée avant 

l'âge d'un an. Chez seize d'entre eux, nous avons trouvé un déficit en LPL. Leur 

caractérisation clinique, biochimique et moléculaire nous a permis de conclure qu'il existe 

une grande variabilité dans la présentation au moment du diagnostic de la maladie, qu'il 

n'existe pas de relation évidente entre le phénotype et le génotype du déficit en LPL parmi 

les patients homozygotes pour les deux mutations retrouvées, et que la restriction 

diététique en lipides prévient les complications tout en assurant une croissance normale. 

À l'égard des hypertriglycéridémies sans chylomicronémie, nous avons retrouvé 

une fréquence de 11.5% chez les patients suivis à notre clinique des lipides de 1987 à 

1993. Parmi les facteurs génétiques recherchés, seize (30%) de ces patients avaient une 

hypercholestérolémie familiale prouvée, tandis que seulement deux étaient porteurs 

hétérozygotes de la mutation N291S du gène de la LPL. Nous avons aussi mis en 

évidence une fréquence accrue du génotype apo E 3/4 chez les patients par rapport aux 

témoins. Une histoire d'hyperlipidémie parentale a était présente chez 90.5% et une 

histoire familiale d'athérosclérose précoce chez 54.7% des enfants. En général, les enfants 

hypertriglycéridémiques ont présenté des valeurs plasmatiques de cholestérol des 

lipoprotéines de haute densité (HDL-chol) significativement diminuées par rapport aux 

témoins. Parmi les causes environnementales, l'hypertriglycéridémie était associée à une 

autre pathologie (excluant l'obésité) ou à un traitement médicamenteux chez 15% des 

malades. Une hypertension artérielle a été trouvée chez 3.8% des cas. L'obésité était 

souvent associée à l'hypertriglycéridémie; en effet, 41.5% des patients avaient un indice de 

masse corporelle> 90ième percentile. 

L'HF est une maladie autosomique dominante liée à un risque augmenté 

d'athérosclérose précoce. L'absence de signes cliniques et la grande variabilité 

biochimique retrouvée parmi nos patients hypercholestérolémiques ont fait de l'analyse 
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mutationnelle un outil de diagnostic précis. En effet, nous avons trouvé que 75% des 88 

patients étudiés étaient des porteurs hétérozygotes d'une des 8 mutations du gène du 

récepteur des LDL, responsables de l'HF chez les canadiens français et connues à ce jour. 

L'acquisition de bonnes habitudes de vie et notamment une bonne alimentation, est 

fondamentale dans le traitement de l'HF chez l'enfant. Cependant, l'intervention diététique 

n'a pas suffi à diminuer les valeurs de cholestérol des lipoprotéines de faible densité (LDL-

chol) à des niveaux désirables. La réponse à la diète résulte fort probablement de 

l'interaction du défaut moléculaire de base avec d'autres facteurs génétiques et 

l'environnement. La clarification de ces interactions nous permettra de mieux établir les 

facteurs de risque associés à la maladie cardio-vasculaire, et par conséquent, de mieux 

traiter les enfants hyperlipidémiques. Pour assurer une meilleure survie aux malades, la 

prévention du processus athéroscléreux doit débuter dès l'enfance. 
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Chapitre I 

Introduction 

Les hyperlipidémies sont des maladies souvent associées à un risque augmenté 

d'athérosclérose précoce. La maladie coronarienne en résultant est un problème majeur de 

santé publique en Amérique du Nord. Le rôle des lipides et des lipoprotéines plasmatiques 

dans le développement de l'athérosclérose est maintenant bien établi. Le processus 

athéroscléreux commence dès l'enfance et ses facteurs de risque tant génétiques 

qu'environnementaux sont similaires chez l'enfant et chez l'adulte. Les interactions gène-

gène et gène-environnement peuvent moduler le phénotype dyslipidémique chez un 

individu. Ces interactions peuvent aussi expliquer les différences dans l'évolution clinique 

entre les individus. L'identification des facteurs de risque génétiques et environnementaux 

associés à l'athérosclérose, et la connaissance de leur effet dans la régulation du 

métabolisme des lipides pourraient nous permettre de mieux traiter les enfants 

dyslipidémiques et ainsi prévenir l'athérosclérose précoce. 

Au Québec, les fréquences de l'hypercholestérolémie familiale (RF), trait 

autosomique dominant, et du déficit en lipase lipoprotèique (LPL), trait autosomique 

récessif, sont plus élevées qu'ailleurs dans le monde. On trouve des caractéristiques 

mutationnelles régionales à ces deux maladies, ce qui facilite l'identification des sujets 

atteints, et permet de mieux étudier les répercussions cliniques de ces deux pathologies 

dans la population canadienne française. De plus, le taux élevé de porteurs hétérozygotes 

pour un déficit en LPL, ainsi que le polymorphisme de l'apolipoprotéine (apo) E, ont été 

liés à l'expression phénotypique d'autres hyperlipidémies comme les 

hypertriglycéridémies et l'hyperlipidémie familiale combinée (HUC). 
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Dans ce mémoire, nous identifions les facteurs génétiques ainsi que les 

caractéristiques cliniques et biochimiques de trois dyslipidémies fréquentes dans une 

population pédiatrique d'origine canadienne française, soit le déficit en LPL chez le 

nourrisson, les hypertriglycéridémies et l'HF chez l'enfant. 



Chapitre II 

Revue de la littérature 

1) Le métabolisme des lipides 

Le cholestérol (chol) et les triglycérides (TG) sont des particules hydrophobes. Le 

chol est important pour la formation des membranes cellulaires, la synthèse des hormones 

stéroïdiennes et l'élaboration des acides biliaires. Les TG sont formés par l'association 

d'une molécule de glycérol et de trois acides gras. Leur hydrolyse est une source 

importante d'énergie pour la cellule. 

Le transport du chol et des TG dans la circulation s'effectue sous forme de 

lipoprotéines, qui sont des complexes macromoléculaires de lipides avec de protéines. Ces 

lipoprotéines sont composées d'un noyau hydrophobe d'esters de chol et de TG et d'une 

surface hydrophile formée de phospholipides, de chol libre et d'apolipoprotéines. Les 

lipoprotéines sont divisées en catégories selon la densité déterminée par 

ultracentrifugation. De la particule la moins dense à la plus dense, nous retrouvons les 

chylomicrons, les lipoprotéines à très faible densité (VLDL), les lipoprotéines à densité 

intermédiaire (1DL), les lipoprotéines à faible densité (LDL), les lipoprotéines à haute 

densité (HDL) et la lipoprotéine (a). La lipoprotéine (a) est une particule de taille et de 

composition similaires à celles des LDL (densité 1.04-1.125 g/m1) Chaque catégorie 

diffère par des propriétés physico-chimiques et la composition lipidique et protéique. Elles 

sont synthétisées dans l'intestin et/ou dans le foie (Havel et Kane,1995). 

Les apolipoprotéines sont les protéines de la surface hydrophile des lipoprotéines. 

Elles servent d'éléments structuraux des lipoprotéines et elles peuvent inhiber ou servir de 
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cofacteur à des enzymes impliquées dans le métabolisme lipidique. De par leur solubilité 

en milieu aqueux, elles peuvent être échangées entre les différentes lipoprotéines. 

Finalement, certaines apoprotéines peuvent servir de ligands pour les récepteurs 

spécifiques. 

Trois enzymes jouent un rôle important dans le métabolisme lipidique: la LPL, la 

lipase hépatique et la lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT). La LPL est synthétisée 

par les cellules parenchymateuses de plusieurs tissus, principalement le tissu adipeux et le 

muscle. Elle est sécrétée et transportée à la surface endothéliale des capillaires sanguins où 

elle est liée par des ligands d'héparan sulfate. La LPL est l'enzyme responsable de 

l'hydrolyse des TG renfermés dans les chylomicrons et les VLDL, l'apo CE étant son 

cofacteur. La lipase hépatique est synthétisée par les hépatocytes d'où elle est transportée à 

la surface des cellules endothéliales hépatiques. Elle a comme rôle d'hydrolyser les TG des 

résidus de VLDL et des IDL permettant la formation des LDL. Elle est également 

impliquée dans l'hydrolyse des phospholipides et des TG des HDL. La LCAT est 

synthétisée dans les hépatocytes et sécrétée dans la circulation où elle est responsable de la 

formation des esters de chol des lipoprotéines plasmatiques, spécifiquement des HDL. 

L'apo AI est le cofacteur de la LCAT. La protéine de transport des esters de cholestérol 

(CETP) est la responsable du transfert des esters de chol vers les LDL, mais aussi vers les 

VLDL et les HDL. L'action conjointe de la LCAT des HDL et le CETP permet le transport 

à rebours du chol vers les hépatocytes, réalisé par les HDL (Fielding, 1990). 

Dans le processus d'absorption, les TG et les esters de chol sont intégrés aux 

chylomicrons à l'intérieur des cellules intestinales. Ces chylomicrons sont sécrétés et 

transportés via les voies lymphatiques jusqu'aux vaisseaux sanguins où les TG sont 

hydrolysés par la LPL. Les résidus de chylomicrons qui résultent de l'hydrolyse sont 

transférés à la cellule hépatique grâce à des récepteurs de surface spécifiques liant l'apo E. 
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Les VLDL produites par le foie contiennent, entre autres apolipoprotéines, l'apo B-

100 et elles sont riches en TG. Les phospholipides et les TG des VLDL sont hydrolysés 

par la LPL et la lipase hépatique pour aboutir à la formation des LDL. Les LDL sont les 

transporteurs par excellence du chol plasmatique et peuvent être catabolisées par différents 

tissus, principalement le foie. Le récepteur des LDL est le responsable de l'endocytose de 

ces particules en utilisant l'apo B 100 comme ligand. L'augmentation du chol libre 

intrahépatocytaire inhibe la synthèse du récepteur des LDL et l'activité de l'enzyme 3-

hydroxy 3-méthyl glutaryl-CoA (H[VIG-CoA) réductase, enzyme qui catalyse l'étape 

limitante dans la synthèse endogène du chol. Par contre, le chol libre augmente l'activité de 

la LCAT qui piège les esters de chol dans le cytosol. Ces effets contrôlent la concentration 

intracellulaire du chol. 

Les HDL sont sécrétées par le foie et par l'intestin ayant pour apolipoprotéines 

principales l'apo M et l'apo MI (Tall, 1990). Un des rôles métaboliques importants des 

HDL est le transport à rebours du chol vers les hépatocytes. 

2) Les dyslipidémies chez l'enfant au Québec 

Les perturbations du métabolisme des lipides ont des causes diverses. Celles-ci se 

divisent en deux groupes: les dyslipidémies primaires qui sont d'ordre génétique et les 

dyslipidémies secondaires. Ces dernières sont liées à des habitudes de vie comme 

l'ingestion d'alcool, le tabac, l'obésité, la prise de médicaments et de certaines hormones, 

ou à la présence d'une pathologie associée à une perturbation du métabolisme lipidique. 

Parmi les dyslipidémies primaires, deux sont particulièrement fréquentes au 

Québec: le déficit en LPL, responsable de l'hyperchylomicronémie de type I et 
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l'hypercholestérolémie familiale. Ces deux pathologies sont souvent retrouvées chez les 

patients pédiatriques suivis à la clinique des lipides de l'Hôpital Sainte-Justine. Un 

troisième groupe de patients présente une hypertriglycéridémie associée ou non à une 

hypercholestérolémie. 

A) Le déficit en LPL 

La LPL (EC 3.11.34) est une enzyme glycoprotéinique de forme dimérique qui se 

trouve liée à l'endothélium des vaisseaux sanguins des tissus extrahépatiques par 

l'interaction ionique avec l'héparan sulfate (Brunzell, 1995). La LPL, en association avec 

l'apo CII, son cofacteur (Breckenridge et coll, 1978), hydrolyse les TG transportés par les 

chylomicrons et les VLDL. Les acides gras libres ainsi produits sont utilisés par les tissus 

comme source d'énergie ou bien re-estérifiés et entreposés dans le tissu adipeux. Par 

conséquent, la LPL joue un rôle clé dans le métabolisme des lipoprotéines riches en TG et 

dans la production de lipoprotéines de plus petite taille, de même que dans la distribution 

énergétique des acides gras dans les différents tissus. La LPL serait aussi capable de se lier 

aux résidus de chylomicrons et d'augmenter leur endocytose hépatique, en facilitant la 

liaison de l'apo E des lipoprotéines au récepteur spécifique des résidus (Beisiegel et coll, 

1991). 

Le déficit en LPL est une maladie autosomique récessive qui se caractérise par une 

chylomicronémie très importante. Dès la très jeune enfance, les malades peuvent se 

présenter avec des crises de douleurs abdominales, des pancréatites aiguës à répétition, 

une hépatosplénomégalie, une lipémie rétinienne et des xanthomes éruptifs. 

Occasionnellement, leur découverte se fait de façon fortuite suite à l'observation d'un 

échantillon de sang lactescent. Le "syndrome hyperchylomicronémique" est défini par la 
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présence d'au moins un symptôme accompagné d'une hypertriglycéridémie à jeun de plus 

que 22 mmol/L (Brunzell, 1995). Cependant, des concentrations moindres sont acceptées 

(Julien, 1992). 

Le gène de la LPL est localisé sur le chromosome 8 et il est composé de 10 exons 

et de 9 introns, s'étendant sur une longueur de 30 kb et codant pour une protéine de 448 

acides aminés (Deeb et Peng, 1989). Quelques 60 mutations de ce gène, la plupart des 

mutations ponctuelles faux sens, sont responsables du déficit en LPL. Le déficit en apo 

CII ou la présence d'un inhibiteur circulant peuvent causer un tableau clinique similaire 

(Breckenridge et coll, 1978. Brunzell et coll, 1984). 

Le diagnostic d'un déficit homozygote en LPL repose sur la démonstration de 

l'absence ou la réduction importante d'activité enzymatique dans le tissu adipeux et dans le 

plasma, après l'injection d'héparine (Krauss et coll, 1974). Avec le développement des 

techniques moléculaires, le diagnostic peut s'effectuer par la mise en évidence de 

mutations des deux allèles du gène de la LPL ou de l'apo CII. 

Le seul traitement disponible consiste à limiter l'apport alimentaire en gras à 10 - 

15 % de l'apport calorique, afin d'obtenir une triglycéridémie aux alentours de 10 mmol/L. 

Ce traitement diététique permet d'éviter les crises de douleurs abdominales et les 

pancréatites (Gagné et Gaudet, 1995. Foubert et coll, 1996). L'ajout de triglycérides à 

chaîne moyenne au régime permet de compenser quelque peu le déficit calorique, sans 

toutefois affecter la triglycéridémie. 

Au Québec, nous trouvons la fréquence mondiale la plus élevée du déficit en LPL 

homozygote. Chez les canadiens français, la fréquence des porteurs hétérozygotes est de 

l'ordre de 1/139, et peut être aussi élevée que 1/40 dans certaines régions (Gagné et coll, 
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1989. Dionne et coll, 1993). Dû à un effet fondateur (Wood et coll, 1993), 3 mutations 

faux sens sont responsables de 97% des allèles mutés retrouvés chez les patients d'origine 

canadienne française déficients en LPL (Monsalve et coll, 1990. Ma et coll, 1991. Ma et 

coll, 1992). La substitution d'une proline par une leucine au résidu 207 (P207L) est 

responsable de 73% des allèles mutés, tandis que la substitution d'une glycine par un acide 

glutamique au résidu 188 (G188E) est responsable de 21.6% des allèles mutés. Une 

troisième substitution, celle de l'acide aspartique par une asparagine au résidu 250 

(D250N) est responsable de 2.7% des allèles mutés. Plus récemment, une autre mutation, 

la substitution d'une asparagine par une sérine au résidu 291 (N291S), a été associée à un 

déficit modéré du catabolisme enzymatique (Ma et coll, 1993) et retrouvée dans 8 des 19 

allèles mutés chez 16 canadiens français avec une hypertriglycéridémie de type IV 

(Minnich et coll, 1995). 

Auparavant, le déficit en LPL était considéré comme non associé à l'athérosclérose 

athérogène. Cette conclusion s'appuyait sur des résultats d'autopsie faites chez des jeunes 

patients décédés et porteurs d'un déficit en LPL (de Gennes et coll, 1972). L'hypothèse 

invoquait d'une part la difficulté des chylomicrons à pénétrer la barrière endothéliale à 

cause de leur grande taille, et d'autre part les faibles concentrations de LDL-chol et autres 

particules athérogènes chez ces patients. Cependant, Benlian et coll (Benlian et coll, 1996) 

ont récemment démontré la présence d'athérosclérose périphérique et coronarienne chez 4 

patients de moins de 55 ans avec un déficit en LPL. 

L'état hétérozygote pour le déficit en LPL a été associé au développement d'une 

hyperlipidémie modulée par l'âge, l'obésité, l'hyperinsulinisme ou l'utilisation de 

médicaments qui perturbent les lipides (Babirak et coll, 1989. Wilson et coll, 1990. 

Miesenbôck et coll, 1993). De plus, une incidence élevée de maladie coronarienne a été 
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observée chez les hétérozygotes obligatoires des familles de patients homozygotes (Gagné 

et coll, 1977). 

Nous avons révisé 268 cas de déficit en LPL décrits dans la littérature. Parmi ceux-

ci 24.8% des patients ont été identifiés avant l'âge de 1 an. Le diagnostic précoce de cette 

maladie et l'initiation précoce de l'intervention diététique permettent de contrôler les 

niveaux de TG chez ces patients. Ainsi, les complications telles que la pancréatite aiguë 

(pathologie parfois mortelle) peuvent être évitées. Ce mémoire inclus l'étude regroupant 18 

nourrissons, âgés de moins d'un an, qui se sont présentés avec une 

hyperchylomicronémie > 10 mmol/L. Seize d'entre eux avaient des déficits en LPL 

prouvés. Au mieux de nos connaissances, il s'agit de la plus grande cohorte étudiée dans 

cette tranche d'âge. 

B) Les hypertriglycéridémies 

Plusieurs études ont démontré une corrélation positive entre Phyperniglycéridémie 

et le risque augmenté de maladie coronarienne (Brown, 1969. Carlson et coll, 1972. 

Brunner et coll, 1977. Carlson et coll, 1979). Ces études concernaient autant l'homme que 

la femme et touchaient particulièrement les patients diabétiques non insulino-dépendants et 

les survivants à infarctus du myocarde. Bien que les valeurs plasmatiques de chol-total, 

LDL-chol et HDL-chol soient en relation linéaire (positive ou négative selon le cas) avec le 

risque de développer une maladie coronarienne, tel n'est pas le cas pour les valeurs 

plasmatiques de TG. En effet, les études multi-variées tenant compte des valeurs 

plasmatiques de chol-total et de HDL-chol ont démontré que la corrélation des valeurs de 

TG avec le risque de maladie cardiovasculaire est moindre (Heyden et coll, 1980. Hulley 

et coll, 1980). Ces observations nous suggèrent que le risque augmenté de maladie 
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coronarienne chez les patients hypertriglycéridémiques est dû non seulement à 

l'accumulation des particules riches en TG mais aussi à son association avec d'autres 

facteurs de risque tels que les valeurs abaissées de HDL-chol (Davis et coll, 1991). En 

effet, il existe une relation étroite entre le métabolisme des particules riches en TG, telles 

que les chylomicrons et les VLDL, et le métabolisme des HDL. 

Les pathologies qui s'accompagnent d'une hypertriglycéridémie sont nombreuses 

et peuvent être de types primaires ou secondaires. D'après Assmann et Brewer (Assmann 

et Brewer, 1991), les formes primaires ou génétiques sont: 

i) l'hyperchylomicronémie ou hyperlipoprotéinémie de type I due à une 

homozygotie pour un déficit en LPL, en apo CH ou à la présence d'un inhibiteur circulant. 

ii) l'hyperlipoprotéinémie de type V qui se caractérise par des valeurs élevées des 

TG des VLDL et un risque augmenté de maladie coronarienne, sans identification du 

défaut de base. 

iii) le déficit en lipase hépatique ou hyperalphatriglycéridémie, qui se caractérise 

par une augmentation importante des TG dans les HDL et une accumulation plasmatique 

des résidus de VLDL. Il est associé à un risque augmenté de maladie cardiovasculaire. 

iv) l'hyperlipoprotéinémie de type III ou dysbêtalipoprotéinémie qui survient par 

un défaut de liaison de l'apo E aux récepteurs des résidus des chylomicrons et des VLDL. 

Elle est associée avec l'homozygotie pour l'isoforme d'apo E 2, ou à des mutations dans le 

gène de l'apo E. Bien que la presque totalité des patients avec une hyperlipoprotéinémie de 

type III sont homozygotes pour l'isoforme d'apo E 2, seulement 2% de ceux-ci 

développent la maladie. Elle est associée à un risque augmenté de maladie 

cardiovasculaire. 

v) l'hypertriglycéridémie familiale qui se caractérise par une surproduction de 

VLDL. Elle est de présentation autosomique dominante et non liée à d'autres 
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dyslipidémies. Il y a, cependant, une résistance à l'insuline associée ainsi que le risque 

augmenté de maladie cardiovasculaire. 

vi) l'hyperlipidémie familiale combinée est caractérisée par une augmentation des 

TG, du chol ou des deux. Cette variation phénotypique se retrouve tant chez les membres 

hyperlipémiques d'une même famille que chez le patient lui même, à travers le temps. 

C'est une maladie autosomique dominante avec un risque augmenté d'athérosclérose 

précoce. Elle est responsable de 15% des dyslipidémies chez les patients avec une maladie 

coronarienne. Le défaut moléculaire n'est pas connu et une augmentation de la synthèse 

hépatique de l'apo B a été suggérée (Sniderman et coll, 1982). 

vii) l'hypertriglycéridémie des syndromes déficitaires en HDL, avec une légère 

augmentation des TG qui contraste avec les valeurs très abaissées de HDL, comme la 

maladie de Tangier, les déficits en LCAT et les déficits en apo AL 

viii) l'hypertension dyslipidémique familiale, caractérisée par l'association de 

perturbations des valeurs de TG, de chol et de HDL-chol avec une hypertension familiale 

qui débute avant l'âge de 60 ans. Dans le "syndrome X" nous retrouvons de plus une 

résistance à l'insuline associée. 

Les formes secondaires d'hypertriglycéridémie regroupent tous les facteurs 

environnementaux qui perturbent les valeurs de TG. Des facteurs métaboliques, 

hormonaux, nutritionnels, médicamenteux ainsi que l'effet de certaines maladies sont 

associés à ces formes d'hypertriglycéridémies (Mancini et coll, 1991): 

i) d'origine métabolique: 

- le diabète 

- la dysthyroïdie 

- la ménopause 

- l'obésité 

- la lipoatrophie 
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- l'hyperuricémie 

- la glycogénose de type I 

ii) d'origine nutritionnelle: 

- la surcharge alimentaire à l'origine de l'obésité 

- l'ingestion de fructose associée à une résistance à l'insuline 

- l'ingestion d'alcool 

iii) d'origine pathologique: 

- le syndrome néphrotique 

- le lupus érythémateux 

- le myélome 

iv) d'origine médicamenteuse: 

- les diurétiques thiazidiques et la chlorthalidone 

- les bêtabloquants 

- les stéroïdes 

- les rétinoïdes 

- les hormones (hormonothérapie de remplacement, contraceptifs oraux, 

anabolisants) 

L'énumération seule des causes primaires et secondaires d'hypertriglycéridémie 

nous montre la complexité dans l'approche de ces dyslipidémies. Dans ce mémoire, nous 

avons entrepris l'étude des caractéristiques cliniques, biochimiques et moléculaires des 

enfants d'origine canadienne française chez lesquels on retrouvait une 

hypertriglycéridémie. Le but de cette étude était de mieux comprendre l'étiologie et les 

interactions des différents facteurs impliqués, afin d'offrir une approche préventive contre 

les facteurs associés au risque de la maladie coronarienne et un traitement plus efficace. 
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C) L'hypercholestérolémie familiale 

L'hypercholestérolémie familiale est une maladie autosomique dominante due à un 

défaut du récepteur des LDL (Goldstein et Brown, 1974) et associée à un risque élevé de 

maladie cardiovasculaire précoce (Slack, 1969). Décrite initialement par Fredrickson et 

Lees (Fredrickson et Lees, 1965), elle est cliniquement caractérisée par une augmentation 

du LDL-chol plasmatique, et par des dépôts de chol dérivé des LDL dans les tendons et la 

peau (xanthomes) ainsi que dans les artères (athéromes). Également, elle est caractérisée 

par un effet de dosage génétique, c'est à dire que les homozygotes sont plus sévèrement 

atteints que les hétérozygotes (Goldstein et coll, 1995). 

La fréquence mondiale d'hétérozygotes est de 1/500 ce qui fait de l'HF la maladie 

métabolique héréditaire la plus fréquente. Il y a une augmentation du chol plasmatique dès 

la naissance suivie d'un développement de xanthomes tendineux au cours de la vingtaine. 

Ensuite, l'athérosclérose coronarienne peut être décelée au cours de la trentaine. Chez 

l'homozygote, l'hypercholestérolémie est très sévère et les xanthomes, de même que la 

maladie coronarienne, apparaissent généralement dès l'enfance. La mort peut survenir 

avant l'âge de 20 ans, causée par un infarctus du myocarde (Goldstein, 1972). Au 

Québec, dû à un effet fondateur, la fréquence d'HF est de 1/270, soit deux fois plus élevée 

qu'ailleurs dans le monde. 

Le défaut primaire de l'HF est une mutation du gène du récepteur des LDL. 

Localisé sur le bras court du chromosome 19, ce gène, composé de 18 exons et 17 introns 

s'étendant sur une longueur de 45 kb, code pour une glycoprotéine de 839 acides aminés 

(Südhof et coll, 1985). Le récepteur est localisé à la surface des cellules du foie et celles 

d'autres organes. Il se lie aux LDL par son ligand, l'apo B-100 (Brown et Goldstein, 

1983), et facilite l'endocytose des LDL qui sont transportées aux lysosomes afin d'être 
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dégradées, libérant ainsi du chol pour l'utilisation cellulaire. Le déficit du récepteur génère 

un excès du chol des LDL plasmatiques qui va se déposer dans les macrophages pour 

produire des xanthomes et des athéromes. 

Il y a plus de 300 mutations du gène du récepteur des LDL décrites (Day et 

Humphries, 1996). Au Québec, 5 mutations sont responsables de 97% des allèles mutés 

(58/60) chez 30 patients homozygotes (Moorjani et coll, 1993), ainsi que de 80.8% des 

cas chez 343 enfants hétérozygotes d'origine canadienne française (Simard et coll, 1994). 

Ces mutations sont: la grande délétion de> 15 kb (Hobbs et coll, 1987); la délétion de 5 

kb (Ma et coll, 1989); et les mutations faux sens W66G, E207K et C646Y (Lietersdorf et 

coll, 1990). Plus récemment, 3 autres mutations ont été décrites chez des canadiens 

français: la mutation non sens Y468X (Simard et coll, 1994); et les 2 mutations 

découvertes par notre équipe, la duplication de 7 pb, 68 lins7, et la mutation faux sens 

Y354C (Assouline et coll, 1997). 

Dans la population pédiatrique, les manifestations cliniques d'une HF hétérozygote 

sont rares, sinon inexistantes (Kwiterovich et coll, 1974), bien que le processus 

athérosclérotique commence dès l'enfance. La détection précoce de la maladie va donc 

permettre à l'individu de bénéficier d'une prévention des conséquences de la maladie 

coronarienne athéroscléreuse. Il en décompte que tout enfant ou adolescent ayant une 

histoire familiale d'athérosclérose précoce ou d'hyperlipidémie parentale devrait être 

soumis au dépistage d'une dyslipidémie. Également, il est nécessaire de tenir compte des 

autres facteurs de risque associés à l'athérosclérose, tels que le tabagisme, l'hypertension, 

les taux abaissés de HDL-chol, l'obésité, le diabète et l'inactivité physique (National 

Cholesterol Education Program, 1992). 
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La première étape dans la prise en charge d'une HF est le contrôle des facteurs de 

risque sujets à modification (tabagisme, inactivité, obésité) et l'intervention nutritionnelle. 

Le régime recommandé doit assurer un apport énergétique et nutritionnel adéquat pour 

maintenir la croissance. La diète est restreinte à 30% de l'apport énergétique sous forme de 

graisses dont moins de 10% sous forme saturée. L'apport total de chol alimentaire doit être 

inférieur à 300 mg/jour. Le but de cette intervention est de diminuer les niveaux de LDL-

chol en deçà de 3.36 mmol/L (National Cholesterol Education Program, 1992). 

Dans le cas d'une HF, un suivi médical s'avère nécessaire durant toute la vie. Dans 

ce sens, un diagnostic précis de la maladie s'impose. Les critères cliniques et biochimiques 

sont très utiles, mais c'est la démonstration du défaut génique qui nous donne l'ultime 

diagnostic. Deux études sur l'HF hétérozygote chez l'enfant d'origine canadienne 

française effectuées par notre équipe sont incluses dans ce mémoire. La première étude 

porte sur la caractérisation clinique, biochimique et moléculaire de 88 enfants 

hypercholestérolémiques, tandis que la deuxième étude s'intéresse à l'identification de 

deux nouvelles mutations du gène du récepteur des LDL découvertes chez deux de nos 

patients. 



Chapitre III 

Familial lipoprotein lipase deficiency in infancy: clinical, biochemical and 

molecular study. 

Étude dont le sujet a fait l'objet d'un article soumis pour publication. L'article, dont je suis 

l'auteur principal, est incorporé ici sous forme du manuscrit soumis à l'éditeur. 
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A B ST RACT 

Objectives: Familial lipoprotein lipase (LPL) deficiency is an inherited recessive 

disorder of lipid metabolism with acute pancreatitis as major complication. Its 

treatment is severe dietary fat restriction. The objectives of the present study were 

to describe the clinical and biochemical features of LPL-deficient patients presenting 

in infancy, to evaluate the safety and efficacy of our dietary intervention, and to 

define the LPL gene defects responsible for the disease in our study population. 

Methods: French-Canadian children less than 1 year of age vvho presented with 

chylomicronemia at Hôpital Sainte-Justine between 1972 and 1995 were identified 

and their clinical courses reviewed retrospectively. LPL gene mutation analysis was 

undertaken. 

Results: A primary LPL enzyme deficiency was demonstrated in 16 infants who 

presented with irritability (n=7), lower intestinal bleeding (n=2), pallor, anemia or 

splenomegaly (n=5) and a positive family history or fortuitous discovery (n=2). 

Eleven of these 16 patients had at least 1 of the following signs at presentation: 

hepatomegaly (n=7), splenomegaly (n=6), lipemia retinalis (n=5), and eruptive 

xanthomas (n=3). All plasma samples were lactescent at presentation. Mutation 

analysis was performed in 13 cases: 8 were homozygous for the P207L mutation, 3 

were homozygous for the G188E mutation, and 2 were compound P207L/G188E 

heterozygotes. No genotype-phenotype relationship was detected. Chylomicronemia 

responded rapidly to dietary fat restriction, and it was possible to mintain 

satisfactory metabolic control for a prolonged period of time. During a combined 

follow-up period of 132 year-patients, only 1 adolescent girl had an episode of acute 

pancreatitis associated with usage of oral contraceptives. No persistent adverse 

effects on weight gain or linear growth were seen. However, we obtained abnormal 

values for serum iron, alkaline phosphatase and total calcium. 
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Conclusions: The clinical presentation of familial LPL deficiency is heterogeneous 

during infancy. Lower intestinal bleeding may be a complication of LPL deficiency 

during infancy. Dietary intervention was efficient in preventing acute pancreatitis. 

Close dietary monitoring is needed to avoid nutritional deficiencies. 	Estrogen 

therapy should be avoided in LPL-deficient patients. 



LIST OF ABBREVIATIONS 

LPL 	lipoprotein lipase 

P207L 	leucine for proline substitution at LPL residue 207 

G188E 	glutamic acid for glycine substitution at LPL residue 188 

D250N 	asparagine for aspartic acid substitution at LPL residue 250 

20 
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INTRODUCTION 

Familial chylomicronemia, a rare autosomal recessive disorder characterized 

by massive accumulation of chylomicrons in plasma with a corresponding increase of 

triglyceride concentration, is due fo defective plasma lipoprotein lipase (LPL) enzyme 

activity. 	LPL (EC 3.1.1.34), which requires apolipoprotein CII as a cofactor, 

hydrolyses the triglycerides of chylomicrons and very low density lipoproteins, 

thereby releasing free fatty acids for uptake into different tissues where they can 

either be used as fuel or re-esterified for storage. Thus, the enzyme plays a key role 

in the nnetabolism of large triglyceride-rich lipoproteins to smaller particles and 

determines the distribution of energy from fatty acids annong various tissues (1). 

Patients with familial LPL deficiency usually present in infancy or childhood 

with episodes of abdominal pain, recurrent attacks of acute pancreatitis, 

hepatosplenonnegaly, lipemia retinalis or eruptive xanthomas. Occasionally, they 

remain asymptomatic. Often, the initial clue leading to diagnosis is the observation 

of lactescent plasma. The diagnosis is confirmed by low or undetectable LPL activity 

in post-heparin plasma or in biopsies of adipose tissue. Alternatively, the diagnosis 

can be confirmed by the dennonstration of a structural defect in the LPL gene which 

extends over 30 kb and contains 10 exons. Rarely familial chylomicronennia is due to 

apolipoprotein CII deficiency or to familial inhibitor of LPL activity. Treatment of 

patients with familial LPL deficiency requires severe limitation of fat intake. Medium-

chain triglycerides can be used for cooking, since they are absorbed in the portal vein 

without being incorporated in chylomicron triglycerides. Additional measures are 

avoidance of agents known to increase plasma triglycerides, such as alcohol, 

estrogens, steroids, isotretinoin and others. The main complication of familial LPL 

deficiency is recurrent pancreatitis which nnay threaten the patients life. 

While the reported frequency of familial LPL deficiency is low at about 1 per 

million population in most western countries, it has been estinnated at 1 per 80,000 
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in French Canadians from the province of Quebec (2). In 37 apparently unrelated 

French-Canadian patients with LPL deficiency, 3 missense mutations accounted for 

97% (72/74) of mutant LPL alleles (P207L: 73%; G188E: 21%; D250N: 3%) (3-5), 

allowing for easy nnolecular diagnosis of this disease in this specific population. 

We undertook a retrospective study of 18 French-Canadian children vvho 

presented with chylomicronemia during their first year of life; 16 of them were found 

to have LPL enzyme deficiency. To the best of our knowledge, no large long-term 

studies of patients in this age-group have been published so far. Therefore, our 

objectives were to describe the clinical and biochemical features of familial LPL 

deficiency presenting in infancy, to evaluate the safety and efficacy of our dietary 

intervention, to assess the frequency of complications associated with this metabolic 

disorder, to define the LPL gene defect(s) responsible for the disease in our patients, 

and to investigate the possibility of a genotype-phenotype relationship. 

METHODS 

Subject 

We reviewed the charts of all patients with chylomicronennia who attended the 

lipid clinic of Hôpital Sainte-Justine between 1972 and 1995. The criteria for 

inclusion in our study were as follows: presentation before 1 year of age, French-

Canadian ancestry, and initial plasma triglyceride concentration above 10 mmol/L. 

In total, 18 patients were selected. The initial biochemical data were the first 

available results of the presenting episode; most of these measurennents were done 

in a referring hospital. Thereafter, most biochemical analyses were performed at 

Hôpital Sainte-Justine. To describe the chronic metabolic control of our children 

under dietary treatnnent, we compiled plasma triglyceride data obtained during the 

follow-up period starting with the first available measurement after the initial 

hospital discharge; when multiple values were generated during a single month, the 
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earliest value was used. To retrospectively assess the safety of the dietary treatment, 

we connpiled available weight and height data during the follow-up period as well as 

hemoglobin levels and blood chemistry values of iron, alkaline phosphatase, total 

calcium, red blood cell folate and albumin. 

Dietary intervention was started in hospital. The infants were first given an 

electrolyte solution intravenously or orally according to their clinical condition. 

Usually, after 48 to 72 h, over a period of a few days, we progressively re-introduced 

fats using a special formula to reach a level of 5 to 7% of energy as long-chain 

triglycerides. Vivonex T.E.N. (Sandoz Nutrition Corporation, VVhitby, ON) or Tolerex 

(Sandoz Nutrition Corporation) containing 1.3% of energy as long-chain triglycerides 

was given first. Then, we used Portagen (Mead Johnson, Bristol-Myers Squibb 

Canada Inc., Ottawa, ON) or Lipisorb (Mead Johnson, Bristol-Myers Squibb Canada 

Inc.) containing 5.6% of energy as long-chain triglycerides. The infants were 

discharged as soon as they were clinically stable. Solid foods, including cereals, 

vegetables and fruits, were added after 4 months of age. At 1 year of age, the special 

formula was replaced by skim milk; lean protein foods such as poultry or fish, 

legumes and very-low-fat dairy products were added progressively according to 

individual tolerance. MCT oil (Mead Johnson, Bristol-Myers Squibb Canada Inc.) was 

used by some patients. Vitamins, calcium and iron were prescribed as needed. Close 

monitoring by the same dietitian over the entire follow-up period was done. 

Completion of a 3-day dietary record was requested at each clinic visit. The goals of 

our nutrition support were to keep fasting plasma triglyceride concentration belovv 10 

mmol/L, to support a normal growth rate and to maintain normal nutritional status. 

In all our patients, to achieve adequate metabolic control, we had to prescribe a diet 

providing at most 10% of energy as long-chain triglycerides. 
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Biochemical analyses 

Blood samples were collected in 1 mg/mi EDTA after a 10-12 h overnight fast 

except in children younger than 1 year where the fasting period could have been 

shorter. Total cholesterol and triglycerides were determined enzymatically with a 

commercial kit (Boehringer Mannheim, Montreal, QC). To assay lipolytic activities, 

heparin was injected intravenously (10 units/kg body weight), and blood was taken 

before and 10 min after the injection (6,7). Total lipolytic activity was measured in 

plasma with an emulsion of tri[1-14C] oleoylglycerol as substrate (8). Hepatic lipase 

was quantified in the presence of protamine sulfate, and LPL activity was calculated 

as the difference between total lipase activity and hepatic lipase activity. Free fatty 

acids were extracted according to Belfrage and Vaughan (9) 

Molecular analyses 

Genomic DNA was prepared from white blood cells as described earlier (10). 

The methods for point mutation detection were as follows: G188E in exon 5 of the 

LPL gene was detected after PCR amplification of exon 5 and digestion of the 

amplification product with the enzyme AvaII (Gibco BRL, Life Technologies, Inc., 

Gaithersburg, MD) (3). P207L in the LPL gene was screened by mismatch PCR 

amplification of exon 5 creating a restriction site for the enzyme DdeI (Gibco BRL, 

Life Technologies Inc.) in the mutant allele (11) D250N in exon 6 of the LPL gene 

was identified after PCR amplification of exon 6 and digestion of the amplification 

product with TaqI (Gibco BRL, Life Technologies Inc.); the presence of the mutation 

abolishes a restriction site for TaqI (5). 
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RESULTS 

We studied a total of 18 French-Canadian children, 10 girls and 8 boys, 

presenting with chylonnicronernia before 1 year of age (range: 3 days to 6 months). 

A primary LPL enzyme deficiency was demonstrated by enzyme activity 

measurement and/or mutation analysis in 16 of them (Tables 1 and 2). One of the 

remaining 2 patients had portal hypertension and his hyperlipidemia was considered 

secondary to hepatic dysfunction. The etiology of persistent chylomicronemia is still 

unknown in the second patient since he had normal LPL activity, a normal annount of 

apolipoprotein CII innmunoreactive protein and none of the 3 common LPL gene 

mutations. 

Table 1 shows the clinical characteristics of the 16 LPL-deficient patients at 

presentation. In 7 of them (S2, S3, S5, S7, S9, 510, S15), the main symptom that 

led parents to seek medical attention for their infant was irritability with or without 

fever, vomiting or diarrhea. Four of these children (S2, S7, S9, S15) had a complete 

septic work-up including a lunnbar puncture which revealed negative results in all 4 

cases. Two of these 7 patients (S3, 515) had prominent abdominal tenderness on 

physical examination. 53 underwent an exploratory laparotomy which demonstrated 

ascites but no other abnormality; his serum amylase concentration and abdominal 

ultrasound, done 5 and 7 days after the acute episode respectively, were normal. 

Serum amylase level during the acute episode in S15 was also normal. All 7 patients 

improved rapidly upon cessation of oral intake and institution of intravenous 

hydration. 

Two patients (S8, S13) presented with lower intestinal bleeding. Plain 

abdominal X-ray and barium enenna were normal in S8; her stool cultures were 

negative. No gastrointestinal evaluation was done in S13. These 2 infants 

demonstrated the highest triglyceride concentrations at diagnosis among our group 

of patients; their values were 482 and 460 mmol/L, respectively (Table 2). Upon 
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initiation of treatment, intestinal bleeding stopped within 2 days in S8 and within 5 

days in S13. 

The initial complaint was pallor in 3 cases (S1, S6, S16) and 1 was referred 

for anemia (S12). Hemoglobin was below 95 g/L in 10 of the 14 infants for whom 

this result was available (S2, S3, S5, 56, S7, S8, S10, S12, S13, S16); 4 of them 

received blood transfusion (S3, S5, S13, S16) (Table 2). S6 had a red blood cell 

nnean corpuscular volume of 77 fl and low serum iron concentration; the remaining 9 

patients had normal mean corpuscular volume (84 to 96 fl). S16 had a normal bone 

marrow examination. As mentioned before, 58 and S13 had lower intestinal 

bleeding. In 7 infants (S2, S3, S7, S10, S12, S13, 516), hemoglobin values were 

available a few nnonths after the initial episode and all showed increased levels. 

A positive family history in S11 led to her screening for chylomicronemia 

during the neonatal period. Chylomicronemia was an incidental finding during an 

investigation for possible seizures in S14. Finally, S4 was referred for evaluation of 

splenomegaly. 

Hepatomegaly, splenomegaly, eruptive xanthomas and lipemia retinalis are 

signs frequently associated with untreated LPL deficiency. Eleven of our 16 patients 

showed at least 1 of these signs at presentation (Table 1). Hepatomegaly was found 

in 7 infants, splenomegaly in 6, lipemia retinalis in 5 and eruptive xanthomas in 3. 

All plasma sannples were lactescent at presentation. 	Initial triglyceride 

concentrations ranged from 15.41 to 482 mmol/L and total cholesterol levels from 

4.26 to 32.17 mmol/L (Table 2). In 7 cases (51, S4, S5, S9, S10, S12, S15), 

lactescent plasma and/or high triglyceride concentrations were noted before the 

presenting episode, but investigation was not pursued further owing to delay in 

treatment ranging from 16 days (S15) to 5 months (S4) (Table 1). Natremia below 

130 mmol/L was reported in 3 patients (S3, S9, S15) (Table 2). 
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Mutational analysis was performed in 13 cases (26 alleles) showing the 

following allele distribution: P207L, 69% (18/26) and G188E, 31% (8/26). No D250N 

mutation was found. Eight infants were homozygous for the P207L mutation, 3 were 

homozygous for the G188E mutation and 2 were compound heterozygotes. DNA was 

not available for analysis in 3 subjects (Table 2). We could not establish any 

phenotype-genotype relationship. However, the small number of cases in each group 

greatly limited our analysis. Median age at presentation was 72 days in the HMZ 

P207L group and 53 days in the HMZ G188E group. The median plasma triglyceride 

concentration at presentation was 56.09 mmol/L in the HMZ P207L group and 64.12 

mmol/L in the HMZ G188E group whereas the mean of median plasma triglyceride 

levels of HMZ P207L subjects for the treatment period <1 year of age was 6.75 

mmol/L and that of HMZ G188E subjects for the same treatment period was 7.17 

mmol/L. 

Figure 1 shows the initial response to dietary treatment. Twelve of the 13 

infants in whom these data were available demonstrated plasma triglyceride 

concentrations below 10 mmol/L within 9 days of treatment or less. S13 reached this 

level after 11 days of treatment. To study the effect of chronic dietary intervention on 

lipid levels, we compiled plasma triglyceride data for each patient during the follow-

up period. Table 3 presents median and range of these plasma triglyceride levels 

with respect to age. The median duration of follow-up was 6.76 years (range: 0.06 to 

18.98). During this follow-up period (132.01 year-patients), 2 children (S3, S14) had 

abdominal pain requiring hospitalization and another (S9) had a documented episode 

of acute pancreatitis 2 months after the introduction of an oral contraceptive agent 

(desogestrel: 0.15 mg; ethynylestradiol: 0.03 mg) (serum amylase: 1010 U/L 

[control range: 40-220]; serum lipase: 3970 U/L [control range: <190]). A blood 

sample from 59, taken approximately 20 h after the beginning of abdominal pain and 

cessation of oral intake, showed plasma triglyceride concentration at 36.52 mmol/L. 
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In the year preceding the acute pancreatitis, her metabolic control was excellent vvith 

a median triglyceride level of 8.35 mmol/L (range: 4.77 to 8.64 mmol/L; n=7). She 

recovered without sequelae from her pancreatitis. 

In an attempt to assess the safety of the dietary intervention, we reviewed 

growth parameters, hemoglobin levels, and blood chemistry data recorded in patient 

charts during the follow-up period (Table 4). A total of 148 pairs of weight and 

height/length measurements at least 6 months apart for the first 3 years of life and 

at least 1 year apart thereafter were recorded. Three children (S9, S14, S15) had on 

1 occasion a weight to height ratio below the 5th percentile (12) at 1, 4.5 and 0.5 

years of age, respectively. In all 3 cases, the next available weight to height ratio 

was above the 5th percentile. No other low weight to height ratios were seen in any 

of the LPL-deficient children. Six children (S4, 57, S9, 511, S12, S13) had low serum 

iron levels on at least 1 occasion; 3 of them (S11, S12, S13) demonstrated multiple 

abnornnal values (Table 4). Concomitant hemoglobin levels were always within 

normal limits. Seven patients (S3, 54, S5, S10, S11, S12, S16) demonstrated high 

alkaline phosphatase concentrations on at least 1 occasion; 5 of them (S4, S5, S10, 

S11, S12) had multiple high values. S10 and S11, who are sibs, showed also low 

total calcium values (S10, 2.13, 2.16 and 2.10 mmol/L; S11, 2.17 mmol/L). None of 

them had growth retardation. All red blood cell folate and albumin levels were within 

the normal range. 
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DISCUSSION 

Primary LPL deficiency is an inherited disorder of lipid metabolism 

characterized by massive accumulation of chylomicrons in plasma. Its clinical 

presentation during infancy is heterogeneous and nonspecific. However, for almost 

half of our patients (7/16) the main complaint was irritability with or without fever, 

vomiting or diarrhea. Two patients presented with lower intestinal bleeding and 5 

with pallor, anemia or splenonnegaly. Although in all LPL-deficient infants lactescent 

plasma should have rapidly led to the correct diagnosis, 7 of them underwent 

extensive evaluation of their clinical condition (septic work-up, exploratory 

laparotomy, gastrointestinal investigation, or bone marrow examination). In none of 

them did the results of these investigations elicit additional therapeutic actions other 

than specific treatnnent for LPL deficiency. All cases improved rapidly upon cessation 

of fat intake and introduction of intravenous or oral hydration. Therefore, when a 

diagnosis of LPL deficiency in infancy is suspected, physicians should consider a 

careful observation period under dietary treatment before undertaking invasive 

investigations. 

Including patients S8 and S13, 7 LPL-deficient children, have been reported 

with lower intestinal bleeding in the literature (13-15). Three patients had melena 

(S13, 13), 2 had grossly bloody stools (S8, 14), 1 had bloody diarrhea (14), and 

another had rectal bleeding (15). Except in 1 patient where the first episode of 

bloody diarrhea was described at 4 years of age (14), the other 6 children were 4 

months or younger when they experienced lower intestinal bleeding. Concomitant 

plasma triglyceride levels were reported in 4 cases (S8, S13, 13, 14) and ranged 

from 280 to 482 mmol/L. Some gastrointestinal investigations (LIPPer 

gastrointestinal series, barium enema, gastroscopy, sigmoidoscopy or stool cultures) 

were performed in 6 cases (58, 13-15) and were negative in all of them. Except for 

the child with bloody diarrhea (14), gastrointestinal hemorrhage has not recurred. 
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The cause of lower intestinal bleeding in these 7 children is unknown. However, we 

can speculate that the presence of large chylomicrons at extremely high 

concentrations may compromise blood supply to the bowel and lead to intestinal 

bleeding. It is known that there is a significant linear relationship between plasma 

viscosity and chylomicron concentrations (16). Therefore, an increase in blood 

viscosity with a subsequent decrease in local intestinal blood supply may be one of 

the factors involved in intestinal ischennia. Furthermore, histopathologic analysis of 

LPL knockout mice, an animal model of LPL deficiency, revealed dilated capillaries 

that were engorged with chylomicrons in many tissues; in some capillaries, large 

particles were marginated and appeared to block contact between red blood cells and 

the endothelium, providing another possible explanation for the tissue hypoperfusion 

(17). 

Nine of our patients presented with normocytic anemia which led to blood 

transfusion in 4 cases. Blood losses were documented in 2 infants. The cause of 

normocytic anemia in the remaining 7 patients was not obvious. It is doubtful that 

physiologic anemia of infancy could fully account for the decreased hemoglobin levels 

observed, especially since 6 of these infants were younger than 2 months of age and 

none was premature. Chylomicrons may directly inter-fere with the measurennent of 

hemoglobin; however, the reported effect is a falsely increased hemoglobin reading 

and not a decreased value (18). In most of our cases, the reported value was 

measured after resuspension of blood cells in physiologic saline solution, thus 

correcting for the chylomicron interference. Splenomegaly was noted in 4 of the 9 

patients with normocytic anemia, 2 of whom also had intestinal bleeding. Hemolysis 

was observed with marked hypertriglyceridemia and it was suggested that it could 

have been due to changes in the lipid composition of erythrocyte membranes (19, 

20). Supportive data were not available which would have allowed us to reach a firnn 

conclusion in our patients. Occult blood losses and/or reduced red blood cell life span 
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appear to be the most attractive hypotheses to explore. Further study is needed to 

confirm our observations and explain their occurrence. Normocytic anemia was not a 

persistent anomaly in any of these children after the institution of LPL-deficiency 

treatment. 

La boratory tests can be misleading in the presence of marked 

chylomicronemia. The extremely low natrennia reported in 3 of our children was most 

likely artifactual (21). Clinicians should be aware of this pitfall to avoid inappropriate 

correction of false anomalies. Serum amylase levels have been found to be normal in 

some patients with pancreatitis docunnented at laparotomy. Very high plasma 

triglyceride levels interfere in vitro with the determination of amylase activity (1, 

22). Although the amylase level was normal in 53, his acute abdominal 

symptomatology and the presence of ascites at laparotomy with no other anatomical 

anomaly, argued for a diagnosis of acute pancreatitis in this 1-month-old infant. 

Including our case, 4 LPL-deficient infants less than 1 year have been reported with 

acute pancreatitis in the literature (23-25); 2 of them underwent exploratory 

laparotomy. In 7 of our infants lactescent plasma and/or nnarkedly elevated plasma 

triglyceride levels were detected weeks to months before a diagnosis of LPL 

deficiency was considered and treatment started. Considering the serious 

complications of untreated LPL deficiency that can manifest very early in life, we 

believe that it is advisable to pursue investigation of chylomicronemia as soon as it is 

noted and start appropriate dietary fat restriction to rnaintain plasma triglycerides at 

desirable levels. 

As shown in Figure 1 and Table 2, chylomicronemia responded rapidly to 

dietary fat restriction, and it was possible to maintain satisfactory metabolic control 

for a prolonged period of time. This dietary intervention was efficient in preventing 

acute pancreatitis, the major complication of LPL deficiency. Only 3 episodes of 

abdominal pain requiring hospitalization were reported with only 1 documented 
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pancreatitis attack. This episode of acute pancreatitis occurred 2 nnonths after the 

introduction of an oral contraceptive agent containing estrogen, in a patient who had 

demonstrated excellent metabolic control in the year preceding the start of this 

medication. Acute pancreatitis associated with oral contraceptive usage has been 

described in 2 other LPL-deficient women (26, 27). Development of marked 

chylomicronemia and acute pancreatitis have also been reported in LPL-deficient 

women during pregnancy (28-32) and in conjunction with estrogen replacement 

therapy (33). Although the exact nnechanisms underlying estrogen-induced 

hyperlipidemia remain unclear, estrogen appears to modulate lipid levels by affecting 

both the rate of production and the efficiency of removal of plasma triglyceride-rich 

lipoproteins. Estrogen therapy should be avoided in women with familial 

chylomicronemia. 

Treatment of patients with familial LPL deficiency requires severe limitation of 

fat intake throughout life. The life-threatening complication of chylonnicronemia 

syndrome, acute pancreatitis, vvhich can be prevented by adequately reducing 

plasma triglyceride concentrations, justifies a rigorous dietary compliance. However, 

concerns about the safety of this dietary therapy, particularly during the growing 

years, are legitimate. While achieving adequate metabolic control, the prescribed 

diet must also support a normal growth rate and maintain normal nutritional status. 

No persistent adverse effects on weight gain or linear growth were seen in our group 

of patients although our study was limited by its retrospective nature and the small 

number of subjects. Hemoglobin, red blood cell folate and albumin concentrations 

stayed within the control range. However, we observed abnormal values for serum 

iron, alkaline phosphatase and total calcium. None of these abnormalities were 

associated with clinical symptonns. We have no data allowing us to distinguish 

between insufficient intake or inefficient absorption of iron, calcium or vitamin D. No 

data are available in the literature to estimate the frequency of deficiencies of 
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minerais and vitamins in patients with familial chylomicronemia. Further studies are 

needed to better assess the nutritional adequacy of our dietary approach for the LPL-

deficient children. In the meantime, these observations stress the importance of 

close nutritional support monitoring of these children by a dietitian. 
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LEGEND 

Figure 1: 	Metabolic response to dietary intervention in the first 10 days of 

treatment in 13 infants for whom data were available. Note that a 

logarithnnic scale is used for triglyceride concentration. 
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le 1 	Clinical characteristics of LPL-deficient patients at presentation 

Itional 
egory 

Sex Age * Main 
Complaints 

Physical examination 
Hepato- 
megaly 

Spleno- 
megaly 

Abdominal 
tenderness 

Eruptive 
xanthoma 

Lipemia 
retinalis 

P207L 
S1 M 5m (2m) pallor 0 0 0 0 NA 

S2 F lm 13d irritability 0 0 0 0 0 

S3 M lm 23d irritability, vomiting + + + 0 + 

S4 F 5m 22d (12d) splenomegaly + + 0 0 + 

S5 F 3m (1m 15d) irritability, vomiting, fever + 0 0 0 NA 

S6 F 6m pallor 0 + 0 0 NA 

S7 M 1m 3d irritability, fever 0 0 0 0 NA 

58 F lm vomiting, bloody stools + + 0 NA NA 

: G188E 
S9 F 23d (3d) irritability, fever, diarrhea 0 0 0 NA NA 

;10A  m lm 23d (4d) irritability, fever 0 0 0 NA + 

>11A  F 3d positive family history of 0 0 0 0 0 
LPL deficiency 

hITZ 
L/G188E 
S12 Ni lm 15d (3d) anennia 0 0 0 0 + 

S13 F lm fever, melena 0 + 0 + + 

NA 
S14 F 3m seizures + + 0 + 0 

S15 M 20d (4d) irritability, fever + 0 + + NA 

S16 F lm 15d pallor + + 0 0 NA 

he first number indicates the age at which the diagnosis was made and treatnnent started; when applicable, the 

ber in brackets indicates the age at which lactescent plasma and/or increased triglyceride values were first noted 

nvestigation was not pursued further. 

10 and S11 are sibs. 

laie; F, female; m, nnonth; d, day; 0, absent; + present; NA, non-available data; HMZ P207L, homozygotes for 

7L mutation; HMZ G188E, homozygotes for G188E mutation; HTZ P207L/G188E, compound heterozygotes for 

7L and G188E mutations. 
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'le 2 	Biochemical characteristics of LPL-deficient patients at presentation 

itational 
ategory 

LPLA 

(pmoles FFAx 
L-1  x 11-1) 

Plasma Lipid Values Hemoglobin 
(g/L) 

Natremia 
(mmol/L) 

TG 
(mmol/L) 

TC 
(mmol/L) 

1Z P207L 
S1 ND 49.67 8.27 NA NA 

S2 NA 220.0 8.0 74 142 

S3 ND 25.29* 7.2* 88" 106 

S4 ND 37.03 12.15 103 NA 

S5 ND 224.7 30.2 94" 132 

S6 0.26 46.51 8.0 88 NA 

57 1.04 62.51 18.4 80 142 

58 NA 482.0 77.0 86 142 

1Z G188E 
S9 0.11 64.12 16.55 NA 122 

S10 1.0 218.0 31.0 70 138 

S11 NA 25.0 NA 176 137 

HTZ 
)7L/G188E 

S12 1.07 241.49 32.17 76 139 

513 NA 460.63 NA 90" NA 

NA 
514 1.38 15.41 4.26 122 NA 

S15 ND 99.35 13.76 115 120 

S16 ND 316.12 31.29 77" NA 

post-heparin extrahepatic lipoprotein lipase activity; TG, triglycerides; TC, total cholesterol; HMZ P207L, 

ozygotes for P207L mutation; HMZ G188E, homozygotes for G188E mutation; HTZ P207L/G188E, compound 

rozygotes for P207L and G188E mutations; ND, no detectable activity; NA, non-available data; 

3 and TC values 3 days after start of treatment; 

dues after blood transfusion. 

:rol LPLA: 4.83±0.90 p.moles FFA x L-1  x h-1  (mean ± SEM) (7). 

:rol plasma TG levels: 0.78±0.32 mmol/L (mean ± SD) (241 children aged 2-18 years). 

:rol plasma TC levels: 3.97±0.85 mmol/L (mean ± SD) (241 children aged 2-18 years). 

onvert values for triglycerides to milligrams per deciliter, nnultiply by 88.57; to convert values for cholesterol to 

grams per deciliter, multiply by 38.67. 
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le 3. 	Plasma triglyceride concentrations of LPL-deficient children under dietary 
treatnient with respect to their age. 

Iject Duration of 
follow-up 
(years) 

Median and range 
(mmol/L) 

<1 year 
(n) 

1-<2 years 
(n) 

years 
(n) 

31 0.42 to 19.25 4.51, 1.16 to 11.12 4.40, 1.19 to 9.82 9.42, 4.15 to 39.76 
(n=6) (n=7) (n=49) 

52 0.11 to 0.50 10.00, 3.80 to 16.50 
(n=6) 

33 0.14 to 16.75 15.18, 6.77 to 23.26 20.99, 7.50 to 32.06 17.04, 5.30 to 44.70 
(n=7) (n=11) (n=98) 

34 0.47 to 15.50 8.63, 7.10 to 10.83 8.69, 4.86 to 13.66 11.94, 3.85 to 22.35 
(n=4) (n=7) (n=70) 

35 0.25 to 9.25 4.85, 2.73 to 8.45 4.84, 4.00 to 8.04 9.80, 3.25 to 16.52 
(n=7) (n=7) (n=17) 

36 0.50 to 9.66 5.24, 4.76 to 5.87 14.80, 5.23 to 39.50 6.01, 3.43 to 34.87 
(n=5) (n=8) (n=39) 

57 0.09 to 2.33 3.43, 2.39 to 5.41 5.39, 3.69 to 9.33 10.30, 3.83 to 16.57 
(n=8) (n=5) (n=4) 

58 0.08 to 0.14 2.29 
(n=1) 

S9 0.06 to 19.04 9.28, 5.53 to 17.04 11.71, 7.73 to 15.24 11.74, 3.99 to 28.86 
(n=6) (n=4) (n=78) 

;10 0.14 to 5.41 4.29, 2.55 to 13.70 10.02, 3.69 to 16.79 9.94, 6.12 to 13.45 
(n=7) (n=3) (n=12) 

;11 0.01 to 3.50 7.95, 3.55 to 12.68 10.28, 8.56 to 11.85 12.52, 6.53 to 20.01 
(n=6) (n=3) (n=9) 

;12 0.11 to 4.83 5.78, 3.60 to 10.85 10.99, 5.96 to 18.05 12.09, 3.44 to 21.24 
(n=6) (n=7) (n=19) 

;13 0.08 to 11.91 4.12, 3.22 to 5.01 5.11, 4.51 to 5.70 7.30, 3.24 to 23.19 
(n=2) (n=2) (n=33) 

;14 0.25 to 8.50 10.29, 8.19 to 12.90 13.16, 12.64 to 18.74 10.54, 5.19 to 22.58 
(n=3) (n=3) (n=7) 

;15 0.06 to 3.66 4.87, 2.37 to 15.63 4.00, 2.69 to 17.72 4.91, 2.42 to 20.77 
(n=5) (n=7) (n=5) 

;16 0.11 to 4.66 6.69, 4.40 to 8.97 13.15, 3.01 to 14.11 10.38, 5.64 to 18.23 
(n=2) (n=3) (n=16) 
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le 4 	Hemoglobin and blood chemistry values during follow-up period 

ject Duration 
of 

follow-up 
(years) 

Number of abnormal values; total number of values 

Hemoglobin Iron Alkaline 
phosphatase 

Total 
calcium 

Red blood 
cell folate 

Albumin 

1 18.83 0; 5 0; 3 0; 5 0; 5 0; 3 0; 5 

2 0.39 0; 1 NA NA NA NA NA 

3 16.61 0; 8 0; 6 1; 5 0; 5 0; 1 0; 5 

4 15.03 0; 3 1; 2 2; 3 0; 3 0; 2 0; 2 

5 9.0 0; 3 0; 2 4; 4 0; 4 0; 3 0; 4 

6 9.16 0; 4 0;2 0; 3 0; 3 NA 0; 3 

7 2.24 0; 3 1; 3 0; 3 0; 2 NA 0; 2 

8 0.06 NA NA NA NA NA NA 

9 18.98 0; 8 1; 3 0; 6 0; 6 0; 1 0; 4 

LO 5.27 0; 4 0; 2 3; 5 3; 5 0; 2 0; 4 

L1 3.49 0; 4 2; 3 4; 4 1; 4 0; 2 0; 4 

L2 4.72 0; 5 4; 5 3; 5 0; 5 0; 1 0; 5 

L3 11.83 0; 4 3; 4 0; 3 0; 2 NA 0; 3 

L4 8.25 0; 4 NA NA NA NA NA 

15 3.60 0; 3 NA NA NA NA NA 

L6 4.55 0; 5 NA 1; 3 0; 3 NA NA 

non-available data. 



Chapitre IV 

Caractérisation clinique, biochimique et moléculaire des enfants 

hypertriglycéridémiques d'origine canadienne française. 

Résumé 

Les hyperlipidémies sont des désordres métaboliques souvent associés à un risque 

augmenté d'athérosclérose précoce. Les objectifs de notre étude étaient: 1) de déterminer la 

fréquence des hypertriglycéridémies (TG > 95ième percentile, à 2 reprises) chez des 

enfants canadiens français référés à la clinique des lipides de l'Hôpital Sainte-Justine, en 

excluant les patients homozygotes pour un déficit en lipase lipoprotéique (LPL); 2) de 

caractériser leur phénotype clinique et biochimique; et 3) d'évaluer chez ces enfants la 

prévalence des hétérozygotes pour les mutations québécoises les plus fréquemment 

responsables du déficit en LPL. En effet, la fréquence des hétérozygotes pour le déficit en 

LPL est élevée chez les canadiens français (1/139), et dans la population adulte, 

l'hétérozygotie pour le déficit en LPL a été associée à des anomalies lipidiques diverses. 

Nous avons révisé les dossiers de 459 patients d'origine canadienne française examinés à 

la clinique des lipides de 1987 à 1993. Cinquante-trois des 459 (11.5%), âgés de 15 mois 

à 16 ans, présentaient, avant toute intervention thérapeutique, une hypertriglycéridémie 

avec des valeurs de LDL-cholestérol :5_ 95ième percentile: 19/459 (4.1%) et LDL-

cholestérol > 95ième percentile: 34/459 (7.4%). L'hyperlipidémie était secondaire à une 

pathologie sous-jacente (excepté l'obésité) ou à un traitement médicamenteux chez 8/53 

(15.0%) des enfants hypertriglycéridémiques. Une histoire d'hyperlipidémie parentale a 

été mise en évidence chez 90.5% des patients et une histoire d'athérosclérose précoce chez 

54.7%. La tension artérielle était élevée (> 90ième percentile) chez 3.8% des cas. De 

même, un indice de masse corporelle> 90ième percentile caractérisait 41.5% des sujets. 
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Les niveaux plasmatiques de HDL-cholestérol étaient diminués de façon significative par 

rapport aux témoins (g0.0005). Une étude mutationnelle du locus de la LPL a été 

effectuée chez 44/53 des cas soit ceux dont l'ADN était disponible. Lorsque les 4 

mutations ponctuelles faux sens: (P207L, G188E, D250N, et N291S) ont été recherchées, 

seulement 2 des patients étudiés étaient porteurs de l'une des mutations (N291S). De plus, 

16 de nos patients étaient hétérozygotes pour une des 8 mutations fréquentes au niveau du 

gène du récepteur des LDL responsables d'une hypercholestérolémie familiale (HF) chez 

les canadiens français. Une histoire familiale d'athérosclérose précoce était plus 

fréquemment retrouvée chez les patients hétérozygotes pour une mutation du gène du 

récepteur des LDL que chez ceux ne présentant aucune des mutations recherchées (75% vs 

46.4%). Un seul des patients étudiés était porteur du génotype apo E 2/2 (parfois associé à 

la présentation d'une hyperlipidémie de type III). Chez 38.6% des cas, le génotype était 

apo E 3/4 (associé dans les études épidémiologiques à des taux plus élevés de cholestérol 

et triglycérides, ainsi qu'à de taux abaissés de }DL-cholestérol comparativement au 

génotype apo E 3/3). 

En conclusion: 1) seulement 11.5% des enfants vus à notre clinique des lipides 

présentaient une hypertriglycéridémie; 2) la majorité de ces patients avaient une histoire 

parentale positive d'hyperlipidémie et/ou une histoire familiale d'athérosclérose précoce; 

3) l'obésité 	était 	fréquemment 	associée 	à 	une 	hypertriglycéridémie; 

4) Phypertriglycéridémie de nos patients ne semblait pas expliquée par une hétérozygotie 

pour le déficit en LPL; 5) 30% des patients étaient des hétérozygotes pour une mutation 

du gène codant pour le récepteur des LDL (HF prouvée); et 6) le génotype apo E 3/4 était 

plus fréquent chez nos patients que chez les contrôles. 
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Introduction 

La maladie coronarienne athéroscléreuse est un problème majeur de santé publique 

en Amérique du Nord. De nombreuses études ont démontré que l'athérosclérose 

commence dès l'enfance et que les facteurs de risque chez l'enfant sont les mêmes que 

ceux retrouvés chez l'adulte (National Cholesterol Education Program, 1992). Le 

diagnostic précoce d'une dyslipidémie chez l'enfant lui permettra donc de bénéficier d'une 

approche préventive de la maladie coronarienne athéroscléreuse, comme l'ont relevé 

l'Académie Américaine de Pédiatrie et le National Cholesterol Education Program for 

Children (National Cholesterol Education Program, 1992. Commitee on Nutrition, 1992). 

Même si l'hypercholestérolémie est un facteur de risque très important pour la 

maladie coronarienne, des valeurs normales de cholestérol et de LDL-chol n'excluent pas 

la possibilité de développer une coronaropathie athéroscléreuse (Goldstein et coll, 1973. 

Grundy et coll, 1987). La présence d'autres facteurs de risque liés aux lipoprotéines peut 

favoriser le processus de l'athérosclérose, tels l'hypertriglycéridémie associée à des 

niveaux abaissés de HDL-chol, l'hyperlipidémie familiale combinée, 

l'hyperapobêtalipoprotéinémie, l'augmentation de la lipoprotéine (a) (Utermann 1989) et la 

diminution des niveaux de BDL-chol. 

Plusieurs études ont démontré une corrélation positive entre l'hypertriglycéridémie 

et le risque accru de maladie cardio-vasculaire ( Brown 1969. Carlson et coll, 1972. 

Brunner et coll, 1977. Carlson et coll, 1979), autant chez l'homme que chez la femme, et 

particulièrement chez les patients diabétiques non insulinodépendants et chez les survivants 

à infarctus du myocarde. Cette corrélation est moindre lorsque des analyses multi-variées, 

tenant compte du chol-total et des HDL-chol, sont réalisées (Heyden et coll, 1980. Hulley 

et coll, 1980). Ces observations suggèrent que le risque augmenté de maladie cardio- 
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vasculaire chez les hypertriglycéridémiques est dû non seulement à l'accumulation de 

particules riches en TG, mais aussi à son association avec d'autres facteurs de risque 

comme les valeurs abaissées de HDL-chol (Davis et coll, 1980). 

Ainsi des facteurs de risque autres que l'hypercholestérolémie ou 

l'hypertriglycéridémie associées à l'athérosclérose précoce ont été soulignés chez l'enfant 

(National Cholesterol Education Program, 1992): a) une histoire familiale de maladie 

cardio-vasculaire précoce, d'accident cérébro-vasculaire ou de maladie vasculaire occlusive 

périphérique avant l'âge de 55 ans chez un parent, un frère ou une soeur, un grand-parent, 

un oncle ou une tante; b) le tabagisme; c) l'hypertension artérielle; d) des concentrations 

abaissées de HDL-chol; e) l'obésité; f) le diabète, et g) la sédentarité. 

L'hypertriglycéridémie peut être secondaire à des conditions associées telles que le 

diabète, l'obésité, l'alcoolisme, l'insuffisance rénale sévère, et plus rarement la 

glycogénose de type I, l'hypercorticisme ou la lipodystrophie. Certains médicaments 

peuvent provoquer ou aggraver une hypertriglycéridémie tels l'allopurinol, les 

benzodiazépines, les bêtabloquants, les diurétiques thiazidiques, la prednisone, la 

ticlopidine et des dérivés de la vitamine A (Mancini et coll, 1991. Groupe de travail sur les 

dyslipidémies, 1993). D'autre part, parmi les dyslipidémies primaires nous retrouvons 

souvent des valeurs élevées de TG chez les patients atteints: a) d'une HF, due à une 

mutation du récepteur des LDL; b) d'une hyperlipidémie familiale combinée (HIC) avec 

des taux élevés de LDL-chol et de VLDL-chol avec un enrichissement en apo B; c) d'une 

dysbêtalipoprotéinémie de type III associée au génotype apo E 2/2 ou autre anomalie du 

gène de l'apo E; d) d'une hypertriglycéridémie familiale présentant simultanément une 

diminution du HDL-chol; e) d'une chylomicronémie due à un déficit en LPL ou en apoCII, 

et f) d'une hyperlipidémie mixte avec l'augmentation des chylomicrons et des VLDL-chol 

(Assmann et Brewer, 1991. Groupe de travail sur les dyslipidémies, 1993). 
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La HFC est caractérisée par une hypertriglycéridémie ou une hypercholestérolémie 

ou la présence simultanée des deux. Cette variation phénotypique se retrouve tant chez les 

membres hyperlipidémiques d'une même famille que chez le patient lui même, à travers le 

temps. C'est une maladie autosomique dominante avec un risque élevé de maladie cardio-

vasculaire (Goldstein et coll, 1973). Bien que les causes moléculaires ne soient pas bien 

établies, les études cinétiques suggèrent une surproduction des particules d'apo B des 

VLDL par le foie (Cortner et coll, 1991. Sniderman et coll, 1992). Des études 

moléculaires ont démontré l'absence d'association entre le génotype de l'apo B et le 

phénotype de la HFC (Rauh et coll, 1990). Par ailleurs, une association significative a été 

démontrée entre les polymorphismes du groupe de gènes apo A1-011-AIV et le phénotype 

HFC (Hayden et coll, 1987). Cette dernière observation a été remise en question 

récemment (Wijsman et coll, 1992). Les études faites chez des familles d'hétérozygotes 

pour un déficit en LPL ont montré une corrélation entre la HFC et l'hétérozygotie pour une 

des mutations du gène de la LPL, suggérant un risque additionnel de développer une 

hyperlipidémie (Babirak et coll, 1989. Wilson et coll, 1990. Miesenbôck et coll, 1993). 

L'expression du phénotype peut être modulé par l'âge, l'obésité, un hyperinsulinisme ou 

l'utilisation de médicaments perturbant le métabolisme des lipides (Wilson et coll, 1990). 

Chez les canadiens français du Québec, la fréquence d'un déficit en LPL 

homozygote est la plus élevée au monde. La fréquence des porteurs hétérozygotes est de 

1/139 et peut s'élever jusqu'à 1/40 dans certaines régions (Gagné et coll, 1989). À cause 

de l'effet fondateur, 3 mutations faux sens comptent pour 97% des allèles mutés chez les 

patients canadiens français déficients en LPL (Ma et coll, 1991. Ma et coll, 1992), à 

savoir: la mutation P207L (Ma et coll, 1991), la mutation G188E (Hata et coll, 1992) et la 

mutation D250N (Ishimura-Oka et coll, 1992). Plus récemment, une autre mutation, 

N291S a été décrite (Ma et coll, 1993). Dans une population de sujets canadiens français 

hypertriglycéridémiques (type IV ou V), 20/121 (16.5%) étaient porteurs au moins de 
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l'une de quatre mutations de la LPL. La mutation N291S a été retrouvée chez 8 d'entre eux 

(Minnich et coll, 1995). 

De même, en raison de l'effet fondateur, la fréquence de l'HF hétérozygote est 2 

fois plus élevée parmi les canadiens français du Québec: 1/270 (Moorjani et coll, 1989). 

Cette maladie autosomique dominante est due à des mutations du gène du récepteur des 

LDL (Goldstein et coll, 1995) et les patients atteints présentent des taux élevés de LDL-

chol avec ou sans élévation des TG plasmatiques. Les 8 mutations responsables de l'HF 

chez les canadiens français sont: la grande délétion > 15 kb (Hobbs et coll, 1987); la 

délétion de 5 kb (Ma et coll, 1989); les mutations faux sens W66G, E207K, et C646Y 

(Leitersdorf et coll, 1990); la mutation non sens Y468X (Simard et coll, 1994); et les 2 

mutations découvertes dernièrement par notre équipe, la duplication de 7pb, 681ins7, et la 

mutation faux sens Y354C (Assouline et coll, 1997). 

Nous avons donc étudié de façon rétrospective 53 enfants d'origine canadienne 

française qui se sont présentés à notre clinique de lipides avec une hypertriglycéridémie. 

Peu d'études de ce genre sont disponibles chez la population pédiatrique. Les objectifs de 

notre étude étaient: 1) de déterminer la fréquence de l'hypertriglycéridémie (TG > 95ième 

percentile, à 2 reprises) chez les enfants canadiens français référés à la clinique de lipides 

de l'Hôpital Sainte-Justine, autres que les patients homozygotes pour un déficit en LPL; 2) 

de caractériser leur phénotype clinique et biochimique; et 3) d'évaluer l'influence du 

génotype de l'apo E et de l'état hétérozygote pour le déficience en LPL sur les niveaux 

plasmatiques des TG. Nous avons également déterminé le sous-groupe de patients HF se 

présentant avec une hypertriglycéridémie associée. 
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Méthodes 

Cohorte étudiée 

Nous avons sélectionné une cohorte de 53 enfants présentant une 

hypertriglycéridémie à partir des 459 patients suivis à la clinique des lipides de l'Hôpital 

Sainte-Justine entre 1987 et 1993. Nos critères d'inclusion étaient: 1) présentation avant 

l'âge de 18 ans; 2) origine canadienne française à l'histoire; et 3) valeurs plasmatiques 

initiales (examinées à deux reprises) des TG > 95ième percentile pour l'âge et le sexe, 

avant toute intervention diététique ou médicamenteuse. Nous avons révisé les dossiers 

médicaux de ces 53 patients afin de déterminer l'âge au moment du diagnostic, les signes 

ou symptômes cliniques révélés durant l'examen initial, la présence ou non d'une 

condition médicale associée, et les valeurs biochimiques initiales. 

Analyses biochimiques 

Les échantillons sanguins ont été prélevés dans un tube contenant 1 mg/mi 

d'EDTA après un jeûne de 12 heures. Le chol-total et les TG ont été déterminés par 

méthodes enzymatiques (Lévy et coll, 1988) et le chol des LDL, calculé par l'équation de 

Friedewald (Friedewald et coll, 1972). Le chol des HDL a été mesuré après précipitation 

des lipoprotéines contenant de l'apo B par l'acide phosphotungstique. Les concentrations 

plasmatiques d'apo AI et d'apo B ont été déterminées par néphélométrie (Lé-vy et coll, 

1989). 
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Analyses moléculaires 

L'ADN génomique a été extrait des leucocytes par extraction au phénol-

chloroforme et par précipitation subséquente de l'ADN par l'éthanol (Sambrook et coll, 

1989). La méthodologie utilisée pour déterminer la présence d'une des mutations 

mentionnées a été la suivante: la mutation G188E du gène de la LPL a été détectée par 

amplification de l'exon 5 par PCR et digestion avec l'enzyme de restriction Ava 11 

(Monsalve et coll, 1990). La mutation P207L du gène de la LPL a été décelée après 

digestion enzymatique du produit d'amplification par PCR de l'exon 5, la présence de la 

mutation crée un site de restriction pour l'enzyme Dde I (Bijvoet et coll, 1992). La 

mutation D250N du gène de la LPL a été détectée par digestion enzymatique avec Taq I du 

produit d'amplification par PCR de l'exon 6 (Ma et coll, 1992). La mutation N291S a été 

décelée par digestion enzymatique avec Rsa I du produit d'amplification par PCR de 

l'exon 6 (Minnich et coll, 1995). Le polymorphisme du gène de l'apolipoprotéine E a été 

décelé par digestion enzymatique avec Hha I du produit d'amplification par PCR de l'exon 

3 (Hixson et Vernier, 1990). Nous avons utilisé l'analyse de buvardage Southem pour 

trouver les délétions >15 kb et 5 kb du gène du récepteur des LDL (Ma et al, 1989). La 

mutation W66G a été déterminée par digestion enzymatique avec Bsl I du produit 

d'amplification (PCR) de l'exon 3 du gène du récepteur des LDL (Hobbs et al, 1992). La 

mutation E207K a été observée après la digestion enzymatique avec Mnl I du produit 

d'amplification (PCR) de l'exon 4 du gène du récepteur des LDL (Hobbs et al, 1992). La 

duplication de 7 pb, 68 lins7, dans l'exon 4 du gène du récepteur des LDL a été recherchée 

par analyse de la présence ou non d'un hétéroduplex du produit d'amplification (PCR) de 

l'exon 4 du gène du récepteur des LDL (Assouline et coll, 1997). La mutation Y354C a été 

examinée par amplification (PCR) de l'exon 8 du gène du récepteur des LDL (Hobbs et al, 

1992) et digestion enzymatique du produit avec Fnu4H I. La mutation Y468X de l'exon 

10 du récepteur des LDL (Simard et al, 1994) a été démontrée par amplification (PCR) de 
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l'exon 10 et digestion enzymatique du produit avec Bfa I. La mutation C646Y de l'exon 

14 du récepteur des LDL a été étudiée par la méthode d'hybridation à l'aide 

d'oligonucléotides allèle-spécifique du produit d'amplification (PCR) de l'exon 14 

(Leitersdorf et al, 1990). 

L'analyse statistique descriptive a été effectuée en utilisant le programme Stat 

ViewTm SE + Grafics Statistical Software (version 1988-1991, Abacus Concepts, Inc). 

Nous avons utilisé l'analyse de variance et le test de "f non pairé pour comparer les 

différents groupes. Une valeur de p 	0.05 a été considérée comme statistiquement 

significative. 
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Résultats 

Parmi les 459 enfants suivis à la clinique des lipides de l'Hôpital Sainte-Justine 

entre 1987 et 1993, 53 (11.5%) ont présenté des taux de TG > 95ième percentile pour 

l'âge et le sexe, à deux reprises avant l'intervention diététique. Le groupe est formé de 24 

filles et 29 garçons âgés de 15 mois à 16 ans. 

Le diagnostic a été fait par dépistage en raison d'une histoire familiale 

d'hyperlipémie chez 35 (66%) des 53 cas. Les 18 patients restants ont été diagnostiqués 

suite à des analyses biochimiques pour différentes causes. Nous avons trouvé une histoire 

positive d'hyperlipémie chez le père et/ou la mère chez 48 (90.5%) des 53 cas. Et 29 

(54.7%) des 53 patients avaient une histoire familiale positive d'athérosclérose précoce, 

définie par la présence d'une maladie cardio-vasculaire avant l'âge de 55 ans chez un 

parent, un grand-parent, une tante ou un oncle de l'enfant. 

Nous avons comparé les résultats des valeurs moyennes plasmatiques des lipides 

de nos patients avec ceux d'un groupe témoin (n-41) apparié pour l'âge et le sexe. Il s'agit 

d'enfants d'origine canadienne française, sans histoire connue d'hyperlipidémie familiale 

ou d'athérosclérose précoce, et sans aucune condition associée à une hyperlipidémie. Tel 

qu'attendu et comme le montre le tableau I, il y a une augmentation significative 

(p=0.0001) des niveaux de chol-total, LDL-chol, apo B et TG totaux chez nos patients par 

rapport aux témoins. Ces résultats sont associés à une diminution significative (p=0.0005) 

des taux plasmatiques du HDL-chol. 
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Tableau I: Valeurs des lipides plasmatiques des patients hypertriglycéridémiques et des 

témoins, exprimées en moyenne ± l'écart-type. 

groupe chol-total 

(mmol/L) 

LDL-chol 

(mmol/L) 

apo B 

(g/L) 

HDL-chol 

(mmol/L) 

apo AI 

(g/L) 

TG totaux 

(mmol/L) 

patients 6.43±1.94 4.62±1.95 1.52±0.51 0.99±0.21 1,29±0.24 1.78±0.58 

(n=53) p=0.0001* p=0.0001* p=0.0001* p=0.0005* p=0.0001* 

témoins 3.80±0.58 2.22±0.53 0.78±0.15 1.20±0.33 1.39+0.26 0,84+0.38 

(n=41) 

*= différence significative par rapport aux contrôles. 

Pour différencier les hypertriglycéridémie primaires et secondaires, nous avons 

recherché les causes ou pathologies associées chez nos patients. En effet, 28 (52.8%) des 

53 patients ont présenté au moins une condition reliée à leur hypertriglycéridémie: l'obésité 

dans 22 (41.5%) des 53 cas, définie comme un indice de masse corporelle > 90ième 

percentile pour l'âge et le sexe; la prise d'anovulants oraux chez 3 (12.5%) des 24 filles; 

une hépatite à cellules géantes chez un patient traité par corticostéroïdes; une vasculite 

cérébrale chez une patiente sous corticostéroïdes; de l'asthme chez une patiente sous 

corticostéroïdes et anovulants oraux; et finalement, un déficit en glycogène synthétase chez 

une patiente. Chez 2 (3.8%) des 53 patients, nous avons décelé une tension artérielle 

systolique > 90ième percentile pour l'âge et le sexe à trois reprises lors d'examens 

physiques sériés. 

Nous avons comparé les valeurs moyennes de lipides plasmatiques des 

hypertriglycéridémies primaires (n=25) avec celles des hypertriglycéridémies secondaires 

(n=28). Tel que le montre le tableau II, les valeurs de chol-total, LDL-chol, apo B et HDL- 
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chol sont semblables. Pour ce qui est des valeurs moyennes de TG, le groupe avec une 

hypertriglycéridémie secondaire montre des valeurs significativement augmentées 

(p=0.0001). De même, les valeurs moyennes d'apo AI sont significativement élevées chez 

les hypertriglycéridémiques secondaires par rapport aux hypertriglycéridémiques 

primaires. L'âge au moment du diagnostic a été de façon significative plus précoce chez les 

hypertriglycéridémiques primaires que chez les hypertriglycéridémiques secondaires. Ceci 

peut s'expliquer en partie par le dépistage familial qui se fait dans les familles connues 

dyslipidémiques. 

Tableau II: Valeurs des lipides plasmatiques des patients avec une hypertriglycéridémie 

primaire vs une hypertriglycéridémie secondaire, exprimées en moyenne ± l'écart-type. 

groupe chol-total 

(mmol/L) 

LDL-chol 

(mmol/L) 

apo B 

(gil ,) 

HDL-chol 

(mmol/L) 

apo AI 

(g/L) 

TG-totaux 

(mmol/L) 

primaire 6.55±1.91 4.91±1.91 1.48±0.33 0.99±0.21 1.22±0.21 1.43+0.39 

(n=25) p=0.02* p=0.0001* 

secondaire 6.33±1.98 4.37±2.00 1.57±0.64 1.00±0.22 1.36±0.24 2.10+0.55 

(n=28) 

*— différence significative entre les groupes. 

Ces deux groupes ont présenté des fréquences semblables d'histoire familiale 

d'athérosclérose précoce (56.0% chez les hypertriglycéridémiques primaires et 53.5% 

chez les hypertriglycéridémiques secondaires), ainsi que des fréquences semblables 

d'histoire parentale d'hyperlipidémie (92.0% chez les hypertriglycéridémiques primaires et 

89.2% chez les secondaires). Il faut tenir compte du biais de sélection introduit par le fait 

que nous sommes une clinique spécialisée en maladies lipidiques. 
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Nous disposions de l'ADN génomique pour les études mutationnelles chez 44 des 

53 patients. Nous avons recherché chez ces patients les 3 mutations ponctuelles faux sens 

du locus de la LPL qui comptent pour 97% des allèles mutés chez les canadiens français: 

P207L, G188E et D250N. Aucun des patients étudiés n'était porteur de ces mutations. Par 

contre, la mutation A291S du gène de la LPL a été retrouvée chez 2 (4.5%) des 44 patients 

et chez 5 (2.0%) des 241 témoins. La population témoin est constituée d'enfants d'origine 

canadienne française, âgés de moins de 18 ans, sans antécédents familiaux 

d'hyperlipidémie, d'athérosclérose précoce ou de condition associée à une hyperlipidémie 

secondaire 

Le polymorphisme de l'apo E a été également étudié. Les fréquences génotypiques 

sont indiquées au tableau III. Il faut noter la présence d'une plus haute fréquence, sans 

atteindre une différence significative, du génotype E 3/4 chez nos patients par rapport au 

groupe contrôle. Un seul patient a montré le génotype apoE 2/2, capable d'influencer le 

développement de l'hyperlipidémie de type Ill 

Tableau III: Fréquence des génotypes de l'apo E chez les patients 

hypertriglycéridémiques et les témoins, exprimée en pourcentages. 

groupe apo E 3/3 apo E 3/4 apo E 3/2 apo E 4/2 apo E 4/4 apo E 2/2 

patients 43.2% 38.6% 11.4% O% 4.5% 2.3% 

(n=44) (n=19) (n=17) (n=5) (n=0) (n=2) (n=1) 

témoins 60.8% 22.4% 12.8% 2.48% 1.65% 0 % 

(n=241) (n=146) (n=54) (n=31) n=6 (n=4) (n=0) 
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L'analyse statistique comparative des valeurs de lipides des 19 patients avec un 

génotype apo E 3/3 vs les 17 patients avec un génotype apo E 3/4 n'a pas montré de 

différence significative. Les bilans lipidiques sont semblables chez ces 2 groupes de 

patients tel que le montre le tableau IV. 

Tableau IV: Valeurs des lipides plasmatiques des patients apo E 3/3 et apo E 3/4, 

exprimées en moyenne ± l'écart-type. 

groupe chol-total 

(mmol/L) 

LDL-chol 

(mmol/L) 

apo B 

(g/L) 

IIDL-chol 

(mmol/L) 

apo AI 

(g/L) 

TG totaux 

(mmol/L) 

apoE3/3 

(n=19) 

6.41±1.75 4.56±1.80 1.51±0.37 1.00±0.21 1.32±0.26 1.82±0.54 

apoE3/4 

(n=17) 

6.61±2.12 4.84±2.14 1.69±0.72 0.95±0.19 1.26±0.22 1.80+0.47 

Une augmentation des niveaux de LDL-chol > 95ième percentile pour l'âge et le 

sexe a été retrouvée chez 34 (64.1%) des 53 patients au bilan initial. Les 19 (35.9%) 

patients restants présentaient uniquement une augmentation des TG. Pour caractériser les 

patients qui avaient une hypercholestérolémie associée à leur hypertriglycéridémie, nous 

avons recherché les 8 mutations dans le gène du récepteur des LDL responsables d'une 

HF chez les canadiens français. Seize des 44 (36.4%) patients pour lesquels nous 

disposions de l'ADN, étaient hétérozygotes pour l'une de ces mutations. Douze pour la 

grande délétion de > 15 kb, deux pour la mutation C646Y de l'exon 14, un pour la 

mutation E207K de l'exon 4 et un autre pour la mutation Y468X de l'exon 10. Ces 

patients avec une HF prouvée avaient une histoire d'athérosclérose précoce familiale plus 

fréquente (75.0%) que les patients sans mutation décelée (46.4%). L'obésité était 
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significativement plus fréquente chez les patients sans HF prouvée: 16/28 (57.1%), que 

chez les HF prouvés: 4/16 (25.0%). Tel que le montre le tableau V, les patients avec une 

HF prouvée présentaient des valeurs moyennes de chol-total, LDL-chol et apo B 

significativement plus élevées, et des valeurs de TG-totaux et d'apo AI significativement 

inférieures que les patients sans mutation décelée. 

Tableau V: Valeurs des lipides plasmatiques des patients avec une HF prouvée 

comparées à celles des patients sans mutation décelée, exprimées en moyenne ± l'écart-

type. 

groupe chol-total 

(mmol/L) 

LDL-chol 

(mmol/L) 

apo B 

(g/L) 

HDL-chol 

(mmol/L) 

apo AI 

(g/L) 

TG totaux 

(mmol/L) 

HF 8.28±1.57 6.63±1.42 1.80±0.37 1.00±0.27 1.18±0.23 1.46±0.49 

prouvée 

(n=16) 

p=0.0001* p=0.0001* p=0.04* p=0.02* p=0.004* 

sans 

mutation 

(n=28) 

5.83±1.46 3.93±1.45 1.46±0.55 1.00±0.18 1.35+0.22 1.93+0.50 

*= différence significative entre les groupes. 
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Discussion 

Nous avons trouvé que 11.5% des patients d'origine canadienne française référés à 

notre clinique des lipides présentaient une hypertriglycéridémie. Cortner et coll (1990) ont 

étudié 97 familles parmi les 129 envoyées à leur clinique pédiatrique qui présentaient une 

hyperlipoprotéinémie héréditaire dominante: 67% présentaient une HFC, 21% une HF, 

11% une hyperapobêtalipoprotéinémie familiale et 1% une hypertriglycéridémie familiale. 

Les résultats de cette étude contrastent considérablement avec ceux de notre clinique 

montrant une fréquence élevée de HF (Assouline et coll, 1995 et 1997), avec seulement 

11.5% des patients présentant une hypertriglycéridémie associée ou non à 

l'hypercholestérolémie. La disparité peut s'expliquer par la nature de notre clinique qui ne 

reflète pas celle d'une population pédiatrique en général. De plus, l'effet fondateur est 

responsable de la haute fréquence de HF au Québec (Bétard et coll, 1992), ce qui fait de la 

population canadienne française une population particulière. 

L'histoire familiale d'hyperlipidémie parentale était très élevée chez nos patients 

(90.5%) et elle est associée à une histoire d'athérosclérose précoce chez plus de la moitié 

des cas (54.7%), reflétant le caractère spécialisé de notre clinique. Les valeurs lipidiques 

de nos patients prédisposent au développement de maladie coronarienne; en particulier les 

taux élevés de chol-total, LDL-chol, apo B et TG totaux associée à une diminution 

significative des valeurs de HDL-chol. 

Dans la recherche des conditions associées à l'hypertriglycéridémie nous avons 

trouvé dans notre cohorte une haute prévalence d'obésité (41.5%). Les études 

épidémiologiques de Framingham ont conclu que l'obésité en soi représente un facteur de 

risque de développer une maladie coronarienne (Hubert et coll, 1983. Feinleib, 1985. 

Garrison et Castelli, 1985). Cette association disparaît si l'on élimine de l'analyse 
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l'hypertension et les facteurs de risque métaboliques (Larsson et coll, 1981. Iverius et 

Brunzell, 1985), ce qui suggère que les sous-populations obèses les plus à risque sont 

celles caractèrisées par une obésité abdominale (Després et coll, 1992), un diabète non 

insulinodépendant (Kissebah et Peiris, 1989), ou une HFC (Brunzell, 1984). L'obésité a 

été liée à l'apparition du phénotype chez les enfants de parents porteurs d'HFC (Jansen et 

coll, 1995). Dans notre cohorte, la fréquence d'hypertriglycéridémie secondaire à la prise 

d'anovulants ou autres médicaments était très faible. À noter qu'un cas de déficit en 

glycogène synthase a été trouvé chez une fillette de 7 ans. L'association de ce déficit très 

rare avec l'hyperlipidémie n'est pas claire (Chen et Burchell, 1995). 

Lorsque nous avons comparé les bilans lipidiques des patients porteurs d'une 

hypertriglycéridémie secondaire avec ceux des patients hypertriglycéridémiques primaires, 

nous avons trouvé des valeurs semblables de chol-total, LDL-chol, apo B et HDL-chol. 

Par contre, les valeurs de TG étaient significativement plus élevées chez les patients avec 

une hypertriglycéridémie secondaire. La fréquence élevée d'histoire parentale 

d'hyperlipidémie et d'histoire familiale d'athérosclérose précoce dans les 2 groupes 

pourrait suggèrer une base héréditaire; l'association avec un facteur de risque 

supplémentaire comme l'obésité, l'utilisation d'anovulants ou le traitement aux 

corticostéroïdes pourrait aggraver l'hypertriglycéridémie. Chez nos patients, l'obésité est 

la condition la plus fréquente. Dans ce contexte, les patients avec une obésité abdominale, 

montrent une augmentation des niveaux de TG associée à des altérations dans la 

composition des lipoprotéines (Després et coll, 1989) en conséquence d'un catabolisme 

diminué des VLDL, d'une diminution de l'activité post-héparine de la LPL et d'une 

augmentation de la sécrétion des VLDL (Després et coll, 1990). Cette augmentation des 

VLDL circulantes pourrait expliquer l'augmentation significative d'apo AI chez nos 

patients avec hypertriglycéridémie secondaire. Cette apoprotéine se trouve autant dans les 

VLDL d'origine exogène que dans les VLDL sécrétées par le foie. Une augmentation de 
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l'apo AI a été aussi retrouvée chez des enfants obèses traités pour un syndrome X (Hardin 

et co11,1997). 

Pour évaluer la contribution des mutations dans l'étiologie de 

l'hypertriglycéridémie chez nos patients, nous avons recherché les mutations canadiennes 

françaises du gène de la LPL. Plusieurs études rendent compte de la corrélation entre un 

état hétérozygote pour un déficit en LPL et le développement d'une hyperlipidémie telle 

l'HFC (Babirak et coll, 1989), l'hyperlipidémie postprandiale marquée (Miesenbôck et 

coll, 1993) ou l'hypertriglycéridémie familiale (Wilson et coll, 1990). L'hyperlipidémie 

serait secondaire à la diminution de l'activité post-héparine de la LPL, et modulée par l'âge 

et l'association d'autres facteurs environnementaux. Seulement 2 (4.5%) des 44 patients 

étaient hétérozygotes pour la mutation A291S, ainsi que 5 (2.0%) de nos 241 témoins 

sains. Cette mutation a été reliée à un déficit modéré du catabolisme enzymatique (Ma et 

coll, 1993). En effet, la mutation A291S est responsable d'une diminution moyenne de 

23% in vivo et de 50% in vitro de l'activité de la LPL chez les hétérozygotes en raison 

d'une dimérisation partiellement déficiente de la LPL. Une augmentation significative des 

valeurs de TG par rapport aux témoins dans la même famille est rapportée (Syvanne et 

coll, 1996). Dans l'étude de fréquence des allèles mutés du gène de la LPL chez 121 

canadiens français hypertriglycéridémiques, Minnich et coll (1995) ont trouvé que 16.5% 

étaient porteurs d'une des 4 mutations que nous avons recherchées, alors que la fréquence 

dans notre population était de 4.5% et ceci, pour une mutation avec un effet phénotypique 

modéré. Nos deux patients hétérozygotes pour la mutation A291S sont également porteurs 

d'une des isoformes de l'apo E connues pour aggraver l'hypertriglycéridémie en cas 

d'association à un déficit partiel de LPL (Ma et coll, 1994). En effet, leur génotype était 

apo E 3/2 et apo E 3/4 respectivement. Dans notre cohorte, l'état hétérozygote pour une 

des mutations du gène de la LPL ne semble pas jouer un rôle majeur dans la genèse de 

l'hypertriglycéridémie. 
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Dans la méta-analyse sur la modulation des niveaux de TG plasmatiques par le 

phénotype de l'apo E, Dallongeville et coll (1992) ont montré que les TG étaient plus 

élevés chez les personnes avec un allèle s 2 et chez celles avec un phénotype apo E 3/4 que 

chez les sujets apo E 3/3. Nous avons trouvé une fréquence plus élevée de patients apo E 

3/4 par rapport aux contrôles (38.6% vs 22.4%), mais lorsque nous comparons les bilans 

lipidiques des patients apo E 3/4 avec ceux des patients apo E 3/3, les valeurs sont 

semblables. Probablement la petite taille de notre cohorte ne nous permet pas de voir cet 

effet. Un seul de nos patients présentait le génotype 2/2 pour l'apo E, qui peut être associé 

à une hyperlipoprotéinémie de type III. Seulement 2% des homozygotes apo E 2 

développent une hyperlipoprotéinémie, et ce, rarement avant l'âge adulte et souvent en 

association avec une obésité, un diabète ou une hypothyroïdie (Mahley et coll, 1995). 

Notre patient présente un indice de masse corporelle> 961ème percentile et il est porteur de 

la mutation C646Y du gène du récepteur des LDL, ce qui explique son phénotype lipidique 

compatible avec une hypercholestérolémie familiale et des valeurs légèrement augmentées 

de TG (hyperlipidémie de type Rb). 

Plus de la moitié de nos patients (64.1%) présentaient des valeurs de LDL-chol au 

delà du 95ième percentile. Nous avons donc recherché les mutations fréquentes du gène 

du récepteur des LDL chez les canadiens français. De manière surprenante, 16 de ces 

patients se sont avérés être des HF prouvés, ce qui représente 36.4% des patients pour qui 

l'ADN était disponible. Nous avons sélectionné nos patients en ne tenant compte que des 

valeurs élevées de TG, ce qui confirme que l'HF peut se présenter avec une 

hypertriglycéridémie associée. En raison de l'effet fondateur, nous trouvons une fréquence 

deux fois plus élevée de HF au Québec que dans le reste du monde (Bétard et coll, 1992); 

ceci se reflète dans le fait que 12 des 16 patients HF prouvés présentent la même mutation 

du gène du récepteur des LDL, la grande délétion de> 15 kb. Nous retrouvons ce même 

phénomène chez nos patients étudiés pour une hypercholestérolémie (Assouline et coll, 
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1995). Le défaut génétique démontré chez les patients HF est responsable de 

l'augmentation significative des valeurs moyennes de chol-total, LDL-chol et d'apo B, 

ainsi que d'une histoire familiale d'athérosclérose précoce plus fréquente, par rapport aux 

patients sans mutation décelée. Le groupe sans mutation décelée est caractérisé par une 

augmentation significative de la fréquence d'obésité , des valeurs de TG et de l'apo AI, 

reflétant une étiologie plutôt multifactorielle. 

En conclusion: 1) seulement 11.5% des enfants d'origine canadienne française 

vus à notre clinique des lipides présentent une hypertriglycéridémie; 2) la majorité de ces 

patients ont une histoire parentale positive d'hyperlipidémie et/ou une histoire familiale 

d'athérosclérose précoce; cette histoire familiale d'athérosclérose précoce est sensiblement 

prédominante chez le groupe de patients avec HF prouvée; 3) l'obésité est fréquemment 

associée à une hypertriglycéridémie; 4) l'hypertriglycéridémie de nos patients ne semble 

pas être expliquée par un état hétérozygote pour un déficit en LPL; 5) 30% des patients 

sont des hétérozygotes pour une mutation du gène du récepteur des LDL (HF prouvée); et 

6) le génotype apo E 3/4 est plus fréquent chez nos patients que chez nos témoins. 



Chapitre V 

Familial hypercholesterolemia: molecular, biochemical, and clinical 

characterization of a French-Canadian pediatric population. 

Étude dont le sujet a été traité dans un article publié (Assouline et col, 1995). L'article est 

incorporé ici sous forme d'une photocopie du tiré à part. 

En tant que coauteur dans cet article, j'ai collaboré à la révision des dossiers des patients 

pour leur inclusion dans l'étude, à l'extraction de l'ADN des leucocytes, au dépistage 

moléculaire des mutations recherchées et à l'analyse des résultats. 
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Familial Hypercholesterolemia: Molecular, Biochemical, and Clinical 
Characterization of a French-Canadian Pediatric Population 

Linda Assouline, BSc*; Emile Levy, Ph.D*; Juan Carlos Feoli-Fonseca, MD; Caroline Godbout, MSc§; 
and Marie Lambert, MD$ 

ABSTRACT. Background. Familial hypercholesterol-
emia (FH) is a dominantly-inherited disorder attributable 
to a defect in the low-density lipoprotein (LDL) receptor 
gene. Five mutations at this locus have been identified in 
French-Canadians. In children, it may be difficult to clin-
ically distinguish FH from other forms of polygenic or 
monogenic hyperlipidemia. Therefore, our objectives 
were to define the molecular basis of our subjects hy-
percholesterolemia, to characterize their biochemical 
phenotype in relation to the underlying molecular defect, 
and to assess their response to chronic dietary therapy. 

Methods. We studied 88 unrelated French-Canadian 
children with a persistent increase in LDL cholesterol 
and a parental history of hyperlipidemia. Baseline and 
end-of-diet lipid and apolipoprotein levels were mea-
sured. Mutational analysis at the LDL receptor gene locus 
was performed. 

Results. Heterozygosity for the common French-
Canadian LDL receptor gene >10-kb deletion was found 
in 57% of subjects (group 1), 14% carried one of the other 
four previously characterized LDL receptor gene muta-
tions (group 2), and none of the five molecular defects 
tested was detected in 29% (group 3). Total cholesterol, 
LDL cholesterol, and apolipoprotein B baseline levels 
were similar among these three g,roups but significantly 
higher than in control subjects. However, there was wide 
interindividual variability even among those carrying 
the same mutation. Significantly lower baseline levels of 
high-density lipoprotein cholesterol and apolipoprotein 
A1 were found in group 1 compared with group 3 and the 
controls. The response to diet was similar among the 
three groups with an average reduction in the mean level 
of total cholesterol of 4.4%. 

Conclusions. The frequency of proven FH heterozy-
gotes (71%) was remarkable in the pediatric population 
studied. Our data suggest that, in children, a persistent 
primary increase in LDL cholesterol associated with a 
parental history of hyperlipidemia is a good predictor of 
an underlying monogenic disorder as opposed to a poly-
genic disorder, at least in French-Canadians. Only mo-
lecular analysis allowed us to unequivocally define the 
cause of our patients' hypercholesterolemia. Most chil-
dren with familial hyperlipidemia did not reach desir-
able plasma lipid levels solely under diet therapy. 
Pediatrics 1995;96:239-246; familial hypercholesterolemia, 
children, LDL receptor, LDL cholesterol, diet therapy. 
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ABBREVIATIONS. LDL, low-density lipoprotein; htzFH, het-
erozygous familial hypercholesterolemia; FH, familial hypercho-
lesterolemia; HDL, high-density lipoprotein; Apo Al, apolipopro-
tein Al; Apo B, apolipoprotein B; PCR, polymerase chain reaction; 
LPL, lipoprotein lipase. 

Atherosclerotic coronary heart disease is an impor-
tant public health problem in North America. Studies 
have shown that atherosclerosis begins in childhood 
and that the risk factors involved are the same as for 
adults (for review, see reference 1). An elevated level 
of cholesterol transported by low-density lipoprotein 
(LDL) is one of the major risk factors positively re-
lated to the degree of arterial lesions of atherosclero-
sis. Moreover, it has been demonstrated that lower-
ing the plasma levels of total cholesterol and LDL 
cholesterol by means of diet and/or drug therapy is 
associated with a reduced risk of coronary heart 
disease in adults. Therefore, preventing cardiovascu-
lar disease appears possible. The American Academy 
of Pediatrics and the National Cholesterol Education 
Program for Children have recently recommended 
the early identification and treatment of children 
with primary hyperlipidemia.1,2  

Heterozygous familial hypercholesterolemia 
(htzFH) is a dominantly-inherited form of primary 
hyperlipidemia attributable to a defect in the LDL 
receptor gene.3  French-Canadians from the province 
of Québec show a higher frequency of htzFH (1/270) 
compared with most countries (1/500) of the western 
world.4  Five mutations at the LDL receptor locus—
two large deletions and three missense mutations—
have been identified in the French-Canadian popu-
1ation.5-7  Altogether these five mutations accounted 
for 97% (58/60) of the mutant alleles found in 30 
patients diagnosed with homozygous familial hyper-
cholesterolemia (FH) in this province between 1969 
and 1992.8  These mutations have different effects on 
the function of the LDL receptor. The most common 
mutation is a large (>10-kb) deletion that removes 
the promoter and first exon of the gene, thus abol-
ishing the production of messenger RNA from the 
mutant allele and, consequently, that of protein.8  An-
other deletion (5-kb) removes exons 2 and 3 of the 
gene and produces a binding defective allele.9  A 
missense mutation in exon 3 (W66G) is also associ-
ated with the production of a binding defective al-
lele.9  Missense mutations in exon 4 (E207K) and exon 
14 (C646Y) produce transport defective peptides that 
are completely (C646Y) or partially (E207K) blocked 
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in their translocation from the endoplasmic reticu-
lum to the Golgi apparatus.7  

In a pediatric population, it is difficult to suspect and 
confirm the diagnosis of htzFH. Indeed, the child or 
adolescent who is a FH heterozygote will usually have 
a normal physical examination because tendon xantho-
mas are rarely found before the age of 10 years, and 
only 10 to 15% develop tendon xanthomas in the sec-
ond decade.3  Moreover, the clinical manifestations of 
atherosderosis are rare in children with htzFH.1° How-
ever, premature development of coronary heart disease 
in about half of their parents, by age 50 years in htzFH 
fathers and by age 60 years in htzFH mothers,3  pro-
vides a strong incentive for the early detection and 
treatment of these individuals. 

Clinical and biochemical criteria have been pro-
posed to help in the diagnosis of htzFH in the pedi-
atric population.1,11  The sensitivity and specificity of 
these criteria have rarely been tested. In their study 
of kindreds with FH, Kwiterovich et aln showed that 
the use of LDL cholesterol levels (cutpoint = 164 
mg/dL or 4.24 mmol/L) to diagnose affected chil-
dren was associated with 16% misclassification (7.2% 
false positives and 9.7% false negatives). To the best 
of our knowledge, no large pediatric studies have 
thus far been published using either direct detection 
of mutations or functional assay of the LDL receptor 
to identify their subjects. Therefore, the objectives of 
our investigation were: 1) to determine the minimum 
frequency of subjects with certain htzFH among 
French-Canadian children referred to the lipid clinic 
of our institution; 2) to characterize the biochemical 
phenotype of htzFH children according to the differ-
ent mutations; 3) to assess whether lipid and lipopro-
tein profiles of htzFH children are distinguishable 
from those of children with other familial hypercho-
lesterolemic disorders; and 4) to evaluate the efficacy 
of our chronic dietary intervention. 

METHODS 

Study Subjects 
The charts of all patients who attended the lipid clinic of 

Hôpital Sainte-Justine between 1990 and 1992 were reviewed for 
potential participation in the study. In total, 88 patients were 
selected. The criteria for inclusion were as follows: 1) plasma LDL 
cholesterol levels persistently (minimum of three measurements) 
above 130 mg/dL (3.36 mmol/L) while not receiving any lipid-
lowering medication; 2) age 18 years or less; 3) a positive parental 
history of hyperlipidemia; and 4) French-Canadian ancestry. This 
cutpoint LDL cholesterol was chosen because the National Cho-
lesterol Education Program has classified children who have LDL 
cholesterol persistently above 130 mg/dL (3.36 mmol/L) as hav-
ing high levels necessitating intervention.I Patients with concom-
itant conditions such as diabetes mellitus, kidney, thyroid, or 
hepatic disorders were excluded. All patients enrolled in the study 
were unrelated to each other up to the third degree or more. 
Subjects who were on lipid-lowering medications or any drugs 
that affect lipoprotein metabolism (except for oral contraceptives) 
at their first visit to the clinic were not eligible. The baseline 
clinical and biochemical characteristics of all subjects were those 
from their first visit at our lipid clinic. A positive family history of 
premature atherosclerosis was defined as coronary or peripheral 
vascular disease at or before the age of 55 years in a parent, 
grandparent, aunt, or uncle. The study was approved by the 
hospital Ethics Committee, and informed consent was obtained 
from the parents and/or patients. 

Sixty-seven of the 88 participants attended the clinic for 6 
months or more and were older than 2 years of age at their first  

visit. Data from these 67 subjects were used to evaluate the effi-
cacy of chronic dietary intervention. End-of-diet lipid and lipopro-
tein levels were the last measurements available before the intro-
duction of lipid-lowering medication or those of the most recent 
visit to the clinic if the patient was on no lipid-lowering drug. All 
study participants received our routine nutritional intervention. 
At their first visit to the clinic, the patients and their parents were 
given a food frequency questionnaire for completion at home 
while not changing their usual food habits. After confirmation of 
persistent hyperlipidemia, they met with a registered dietician 
who reviewed their food frequency questionnaire and counseled 
them on the general principles of a low-fat diet. They were in-
structed to keep a 3-day dietary record for the next visit 1 month 
later. After reviewing this 3-day record, individual counseling was 
provided with written recommendations based on the patients 
daily total energy requirements. They were advised that total fat 
should represent <30% of total energy intake and that saturated fat 
was to be restricted to <10% of total energy intake. Daily choles-
terol was to be limited to <125 mg/1000 kcal/day or less than 300 
mg/day, whichever was less. After these two initial sessions, the 
patients and their parents met regularly with the dietician at each 
clinic visit every 3 to 8 months for further counseling and rein-
forcement. 

Biochemical Analyses 
Blood sarnples were collected in 1 mg/mL ethylenediamine-

tetraacetic acid after a 12 hour ovemight fast. Total cholesterol and 
triglycerides were determined enzymatically with a commercial 
kit (Boehringer Mannheim, Montréal, Canada) as described else-
where.12  High-density lipoprotein (HDL) cholesterol was mea-
sured after precipitation of very low-density lipoprotein and LDL 
with phosphotungstic acid.I3 LDL cholesterol was calculated using 
the Friedewald equation.14  Plasma concentrations of apolipopro-
tein A1 (apo A1) and apolipoprotein B (apo B) were assessed by 
nephelometry using a commercial standard supplied by Hoechst-
Roussel, Canada, Inc (Montréal, Canada) as reported previously.18  

Molecular Analyses 
Genomic DNA was prepared from white blood cells as de-

scribed earlier.18  Southern blot analysis was used to detect >10-kb 
and 5-kb LDL receptor gene deletions.14  he methods for point 
mutation detection were as follows. W66G was demonstrated after 
polymerase chain reaction (PCR) amplification of exon 39  and 
digestion of the amplification product with the restriction enzyme 
Bs11 (New England Biolabs, Beverly, MA); the presence of the 
mutation introduces a new restriction site for Bsll and thus gen-
erates distinct restriction fragments. E207K was detected after PCR 
amplification of exon 49  and digestion of the amplification product 
with the restriction enzyme Mn11 (New England Biolabs); the 
presence of the mutation abolishes a restriction site for Mnll. 
C646Y was screened with allele-specific oligonucleofides as de-
scribed by Leitersdorf et al.7  G188E in exon 5 of the lipoprotein 
lipase (LPL) gene was detected after PCR amplification of exon 5 
and digestion of the amplification product with the enzyme Avall 
as described by Monsalve et al.17  P207L in the LPL gene was 
screened by mismatch PCR.I8 R3500Q in exon 26 of the apo B gene 
was detected by misrnatch PCR followed by digestion of the 
amplification product with MspI (Gibco BRL, Life Technologies, 
Inc, Gaithersburg, MD).19  

Statistical Analyses 
Statistical analyses were performed using SAS statistical soft-

ware (Release 6.07, SAS Institute Inc, 1989, Cary, NC). Descriptive 
statistics were computed first. Then, groups were compared by 
standard analysis of variance followed, when required, by Fisher's 
LSD (Least Significant Difference) multiple comparisons proce-
dure to detect group differences. The homogeneity of categorical 
variables among the different groups were assessed by the x2  test. 
All comparisons were conducted at a 5% significance level. 
Z scores were determined for the body mass index (weight/ 
height2) because reference values varied according to age in chil-
dren.2° Only patients older than 5 years at their first visit were 
considered for calculation of Z scores because no reference values 
were available for younger children. Z scores were calculated 
according to the following formula: Zi = (Xi — Xavg)/SD where Xi 
is the value recorded for an individual, Xavg is the mean value, 
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and SD is the standard deviation for age in the population. The 
percent change in plasma lipid and apolipoprotein levels was 
defined as [(end-of-diet value - baseline value)/baseline value] 
x 100. The control group was comprised of 41 subjects age- and 
sex-matched with children of group 1. 

RESULTS 
Wé studied 88 unrelated French-Canadian chil-

dren who persistently presented LDL cholesterol lev-
els >130 mg/ dL (3.36 mmol/L) with a parental his-
tory of hyperlipidemia. Our first objective was to 
define the molecular basis of their hypercholesterol-
emia. Heterozygosity for the common French-Cana-
dian LDL receptor gene mutation (>10-kb deletion) 
was found in 50 subjects (57%; group 1). The pres-
ence of one of the other four LDL receptor gene 
mutations previously identified in this population 
was noted in 12 patients (14%; group 2) (5-kb dele-
tion, n = 1; W66G, n = 2; E207K, n = 1; C646Y, n = 8). 
None of these five mutations was detected in 26 
children (29%; group 3). The ligand for the LDL 
receptor is apo B, and a mutation at the apo B locus 
(R3500Q) is known to produce a phenotype similar 
to that of FH.21  None of the group 3 subjects was 
heterozygous for this mutation. Multiple lipoprotein 
phenotypes have been associated with the heterozy-
gote state for LPL deficiency.22  The carrier state for 
this deficiency is particularly common in French-
Canadians with a minimal frequency of 1/139, and 
two mutations at the LPL locus (G188E and P207L) 
account for 95% of mutant alleles.23  We speculated 
that heterozygosity for a LPL gene mutation might 
be responsible for the familial hyperlipidemia of 
some of our group 3 children, especially those with 
type Ilb hyperlipidemia (4/26); however, neither of 
the two frequent LPL gene mutations was detected in 
our population. 

Table 1 shows the characteristics of the study par-
ticipants at their first visit to the clinic. The three 
groups were similar with respect to age, weight, 
height, body mass index, Z score for body mass 
index, pubertal stage, and family history of prema-
ture atherosclerosis. The male to female ratio was 
different in groups 1 and 2 compared with group 3. 

On physical examination, only one patient in group 1 
displayed arcus corneae and none had xanthomas. 
Alcohol consumption, cigarette smoking, and the use 
of oral contraceptives were very low and similar 
among the three groups. 

Baseline plasma lipid and apolipoprotein values 
are presented in Table 2. Total cholesterol, LDL cho-
lesterol, and apo B were similar among the three 
groups of hypercholesterolemic children. As ex-
pected, these values were significantly increased 
compared with those of the controls. Differences in 
HDL cholesterol and apo A1 values were observed 
among the three groups of hypercholesterolemic 
children as well as between them and the controls. 
The >10-kb deletion group had reduced HDL cho-
lesterol and apo Al levels compared with group 3 
and the controls. The same trend was seen for group 
2 but did not reach statistical significance. Triglycer-
ide levels were similar among the 3 groups of hyper-
lipidemic children. However, triglyceride levels in 
groups 1 and 3 were significantly higher than in 
control subjects. 

The total to HDL cholesterol ratio, a well-charac-
terized biochemical risk factor for atherosclerosis,24  
was elevated in the three groups of hypercholester-
olemic subjects (Table 2); the >10-kb deletion group 
had the highest ratio, which was statistically differ-
ent from that of groups 2 and 3. As a crude index of 
the relative composition of lipoprotein, we examined 
the ratio of LDL cholesterol to apo B and that of HDL 
cholesterol to apo Al. As expected, the LDL choles-
terol to apo B ratios of groups 1, 2, and 3 were higher 
than that of the controls indicating that their LDL 
were enriched in cholesterol in comparison with nor-
mal subjects. However, the three groups of hyperlip-
idemic subjects were similar with respect to this LDL 
cholesterol to apo B ratio. We did not observe group 
differences in the HDL cholesterol to apo Al ratios. 

The levels of several lipids and apolipoproteins 
were highly intercorrelated. When baseline data 
from all hyperlipidemic subjects were analyzed to-
gether, total cholesterol level was significantly corre-
lated with apo B (r = 0.83; P = .0001), LDL cholesterol 

TABLE 1. 	Characteristics of the Study Participants 
Group 1* 
(n = 50) 

Group 2* 
(n = 12) 

Group 3* 
(n = 26) 

P valuest 

Sex (M:F) 31:19 8:4 8:18 .021 
Aget (y) 8.79 ± 4.00 9.12 ± 4.16 8.31 ± 3.31 .8033 
Weightt (kg) 30.40 ± 14.63 31.96 ± 15.30 31.19 ± 16.32 .9420 
Heightt (cm) 129.2 ± 25.0 131.0 ± 25.4 129.8 ± 21.9 .9730 
BMIt (kg/m2) 17.02 ± 2.90 17.33 ± 2.74 17.30 ± 3.45 .9084 
Z score for BMIt -0.03 ± 0.93 0.05 ± 0.57 0.05 ± 0.96 .9356 
Prepubertal (%) 74 67 72 .882 
Presence of tendon xanthomas (%) 0 0 0 
Presence of arcus corneae (%) 2 0 0 
Alcohol intake (%) 0 0 0 
Cigarette smoking (%) 2 0 0 
Oral contraceptive users (%) 0 8.3 0 
Positive family history of 

premature atherosclerosis (%) 
84 75 77 .658 

*Group 1: > 10-kb deletion; group 2: one of the other four mutations; group 3: none of the five 
mutations tested. 

P values for between group comparisons by standard analysis of variance. 
t mean ± SD. 
BMI, body mass index. 
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TABLE 2. 	Baseline Plasma Lipid and Apolipoprotein Levels 

Group 1* 
(n = 50) 

Group 2' 
(n = 12) 

mean ± SD 

Group 3* 
(n = 26) 

P values+ Control 
(n = 41) 

mean ± SD 

P values 

Total cholesterol (mg/dL) 299 ± 49 264 ± 37 284 ± 60 .1000 150 ± 24 .0001 
LDL cholesterol (mg/dL) 240 ± 49 206 ± 41 219 ± 58 .0628 88 ± 24 .0001 
Apo B (mg/dL) 176 ± 38 159 ± 44 161 ± 42 .2112 80 ± 17 .0001 
HDL cholesterol (mg/dL) 40 ± 11 41 ± 8 47 ± 10 .0250 48 ± 14 .0030 
Apo Al (mg/dL) 117 ± 19 122 ± 15 133 ± 17 .0026 140 ± 21 .0001 
Triglycerides (mg/dL) 91 ±43 83 ± 27 95 ± 43 .6980 70 ± 29 .0206 
Total: HDL cholesterol ratio 7.91 ± 2.16 6.65 ± 1.95 6.32 ± 1.84 .0041 3.29 ± 0.91 .0001 
LDL cholesterol: apo B ratio 1.37 ± 0.20 1.32 ± 0.17 1.37 ± 0.17 .7832 1.10 ± 0.20 .0001 
HDL cholesterol: apo A1 ratio 0.33 ± 0.04 0.35 ± 0.05 0.35 ± 0.06 .2011 0.34 ± 0.07 .4731 

*Group 1: > 10-kb deletion; group 2: one of the other four mutations; group 3: none of the five mutations tested. 
t P values for comparison by standard analysis of variance between groups 1, 2 and 3. 

P values for comparison by standard analysis of variance between groups 1, 2, 3 and the controls. 
To convert values for cholesterol to mmol/L multiply by 0.02586. To convert values for triglycerides to mmol/L, multiply by 0.01129. 

with apo B (r = 0.84; P = .0001), and HDL cholesterol 
with apo A1 (r = 0.75; P = .0001). HDL cholesterol 
and triglyceride levels were inversely related (r = 
-0.39; P = .0002). No significant relationship between 
HDL cholesterol and LDL cholesterol was observed 
(r = -0.06; P = .5881). 

Defective plasma LDL clearance is a direct conse-
quence of mutations at the LDL receptor locus. How-
ever, despite this direct causal relationship, we noted 
wide interindividual variations in plasma baseline 
total cholesterol, LDL cholesterol, and apo B values 
among the different subjects with proven htzFH (Fig-
ure 1). This wide variability was seen even among 
patients heterozygote for the same mutation (>10-kb 
deletion) and was similar to that shown by hyper-
cholesterolemic children for whom no mutation was 
detected. This heterogeneity in the biochemical ex-
pression of htzFH within the same mutation could 
not be explained by an effect of sex (P values for 
comparisons between males and females = .9331, 
.9931, and .4322 for total cholesterol, LDL cholesterol, 
and apo B, respectively), age (r = 0.07, 0.08, and 0.09 
for correlations with total cholesterol, LDL choles-
terol, and apo B, respectively; P> .05 for all), puber-
tal status (P values for comparisons between prepu-
bertal and pubertal children = .7742, .6848, and .4793 
for total cholesterol, LDL cholesterol, and apo B, 
respectively), body mass index (r = 0.18, 0.12, and  

0.04 for correlations with total cholesterol, LDL cho-
lesterol, and apo B, respectively; P> .05 for all) or Z 
score for body mass index (r = 0.12, 0.05, and -0.05 
for correlations with total cholesterol, LDL choles-
terol, and apo B, respectively; P> .05 for all). Alcohol 
intake, cigarette smoking, and oral contraceptive use 
were very low and could not have contributed to this 
variability. There was no difference between subjects 
with and without a family history of premature ath-
erosclerosis with respect to total cholesterol (P = 
.4541), LDL cholesterol (P = .5241), or apo B (P = 
.4734). The same conclusions were drawn when data 
(not shown) from all hypercholesterolemic children 
were pooled and analyzed together. 

To study the effect of chronic dietary intervention 
on cholesterol levels, we analyzed the data on 67 
participants who attended the clinic for 6 months or 
more and were older than 2 years of age at their first 
visit. The mean duration of follow-up was 1.11 years 
for group 1, 1.26 years for group 2, and 1.34 years for 
group 3. This duration was similar among the 3 
groups (P = .2761). Table 3 shows the percent change 
in lipid and apolipoprotein levels at the end of the 
dietary intervention. The effect of the intervention 
was similar among the three groups; therefore, we 
pooled their data for subsequent analyses. We ob-
served a significant 4.4% average reduction in the mean 
level of total cholesterol after dietary intervention. The 
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Figure. Distribution of baseline levels of total cholesterol, LDL cholesterol, and apo B among three groups of hypercholesterolemic 
children and control subjects. Gl, >10-kb deletion group; G2, one of the other four mutations; 03, none of the five mutations tested; C, 
control. 
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TABLE 3. 	Percent Change in Lipid and Apolipoprotein Levels After Dietary Intervention 

Group 1* 
(n = 38) 

Group 2* 	Group 3* 
(n = 11) 	(n = 18) 

mean % change (95% confidence interval) 

Groups 1, 2, and 3 
(n = 67) 

P valuest 

Total cholesterol 

LDL cholesterol 

-4.9 
(-9.0 to -0.8) 

-5.5 
(-10.2 to -0.7) 

-3.9 
(-12.8 to 4.9) 

-3.5 
(-14.6 to 7.6) 

-3.7 
(-10.3 to 2.9) 

-2.4 
(-10.4 to 5.7) 

-4.4 
(-7.5 to -1.4) 

-4.3 
(-8.0 to -0.6) 

.0206 

.0600 • 

Apo 8 2.1 -6.0 8.9 2.8 .7842 
(-4.7 to 8.9) (-17.9 to 5.9) (-1.9 to 19.8) (-2.3 to 7.9) 

HDL cholesterol -0.7 0.4 -2.0 -0.9 .2728 
(-7.8 to 6.4) (-12.9 to 13.7) (-8.8 to 4.8) (-5.6 to 3.8) 

Apo A1 5.4 5.0 2.6 4.5 .1637 
(-1.1 to 11.9) (-6.1 to 16.2) (-6.1 to 11.3) (0.03 to 9.0) 

Triglycerides 19.8 -13.2 -10.3 6.3 .2109 
(1.3 to 38.4) (-28.1 to 1.7) (-24.7 to 4.0) (-5.5 to 18.1) 

Total: HDL cholesterol -0.8 -1.9 -0.4 -0.9 .3848 
ratio (-7.5 to 5.9) (-14.0 to 10.1) (-9.1 to 8.3) (-5.5 to 3.7) 

*Group 1:> 10-kb deletion; group 2: one of the other four mutations; group 3: none of the five mutations tested. 
t P values for comparisons between baseline and end-of-diet levels for all hypercholesterolemic children irrespective of their mutational 
group. 

mean level of LDL cholesterol tended to decline but 
this decrease did not reach statistical significance. We 
detected no significant change in mean apo B, HDL 
cholesterol, apo Al, and triglyceride levels and in the 
mean ratio of total to HDL cholesterol. The percent 
changes in total cholesterol, LDL cholesterol, apo B, 
HDL cholesterol, apo A1, and triglycerides were in-
versely related to their baseline values (r -= -0.27, -0.24, 
-0.34, -0.54, -0.33, -0.42, respectively; P < .05 for all). 
Pubertal subjects showed more marked changes in 
mean HDL cholesterol at the end of the period of 
dietary intervention (-8.6%) than prepubertal children 
(2.2%, P = .0422). Pubertal status did not significantly 
influence the percent change of other lipid and apoli-
poprotein levels. We examined the effect of sex, age, 
body mass index, Z score for the body mass index, 
duration of the follow-up period, and presence of a 
family history of premature atherosclerosis upon the 
response to dietary intervention. None of these factors 
influenced this response (data not shown). 

DISCUSSION 
In the hypercholesterolemic population studied, 

71% of children were found to have htzFH based on 
rnutational analysis. This is an extremely high fre-
quency. Pediatric studies have seldom attempted to 
classify subjects who have hyperlipidemia with a 
parental history of hyperlipidemia according to the 
underlying defect. No pediatric investigations using 
definitive diagnostic methods are available for com-
parison. Cortner et a125  examined 97 families with a 
history consistent with dominantly-inherited hyper-
lipidemia and found that 21% had FH, 67% had 
familial-combined hyperlipidemia, 11% had familial 
hyperapobetalipoproteinemia, and 1% had familial 
hypertriglyceridemia. 

Many factors could account for the high frequency 
of htzFH in our hypercholesterolemic population. 
First, our subjects were chosen from a population 
attending a reference clinic which, in itself, consti-
tuted a biased selection. However, we were very 
careful to exclude patients related fo a subject al-
ready enrolled in the study. The 88 children who  

entered the study were referred by 72 different phy-
sicians (36 specialists and 36 general practitioners). 
Thus, we sampled a large segment of the population 
at risk and not a small subgroup that might have had 
peculiar characteristics. Second, although we used a 
cutpoint that might appear not to be stringent (LDL 
cholesterol >130 mg/dL or 3.36 mmol/L), we in-
cluded only subjects with persistently high levels, 
which might help to exclude those with polygenic 
hypercholesterolemia and thus enrich the sample in 
subjects with true monogenic disorders. Third, it is 
known that a founder effect is partly responsible for 
the high prevalence of htzFH among French-Cana-
dians.26  This effect is easily observed in our popula-
tion where 57% of our hypercholesterolemic children 
carried the same mutation. Undoubtedly, this 
founder effect contributed to modification of the rel-
ative proportion of different monogenic hypercho-
lesterolemic disorders present in our population. 
However, despite these three characteristics of the 
study population, our selection criteria left room for 
various etiologies, and yet the frequency of htzFH in 
our high-risk pediatric population appeared very 
high compared with that found in high-risk adult 
populations.27,28  Our data suggest that, in children, a 
persistent primary increase in LDL cholesterol asso-
ciated with a parental history of hyperlipidemia is a 
good predictor of an underlying monogenic disorder 
as opposed to a polygenic disorder, at least in 
French-Canadians. Obviously this hypothesis will re-
quire further evaluation in a larger prospective 
study. 

As expected, physical examination was not helpful 
in suspecting the correct diagnosis as only one pa-
tient presented arcus corneae and none had xantho-
mas. In contrast to most other forms of hyperlipid-
emia associated with coronary heart disease, FH is 
not related to obesity,29  and our pediatric subjects 
with htzFH were not an exception to this rule as 
demonstrated by their Z score for the body mass 
index. Thus, in the absence of universal screening, a 
positive family history of hyperlipidemia and/or 
premature coronary heart disease will remain the 
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determining clue leading to the diagnosis of htzFH in 
children. Although we might overestimate the fre-
quency of premature atherosclerosis among relatives 
of children with htzFH because of the reporting bias, 
the impressive figure of 82% (51/62) of our children 
having a family history of premature atherosclerosis 
should encourage physicians to record a careful and 
detailed family history of their pediatric patients to 
identify this high-risk population. Many studies 
have demonstrated the limitations of this strategy in 
identifying hypercholesterolemic children in gener-
a1.30-36  However, family history should be a better 
predictor of dominant monogenic forms of hyper-
cholesterolemia. 

Surprisingly, there are few large (n> 20) studies on 
baseline plasma lipid and apolipoprotein levels in 
children with htzFH.8,m,37,38  The diagnostic criteria 
used in each of these studies and their reported data 
are variable. The total cholesterol, LDL cholesterol, 
HDL cholesterol, and triglyceride values of our chil-
dren with proven htzFH were similar to those pub-
lished in the large study of Kwiterovich et a11° (P 
.2878, .1604, .5078, and 0.2102, respectively). To the 
best of our knowledge, no pediatric data are avail-
able for comparison regarding the apo B and apo A1 
levels in htzFH. 

In FH, the increase in plasma total cholesterol, 
LDL cholesterol, and apo B concentrations is causally 
related to the molecular defect in the LDL receptor. 
In homozygous FH, both total and LDL cholesterol 
in plasma have been shown to correlate inversely 
with the severity of the LDL-receptor deficit, which 
varies according to the nature of the underlying gene 
defect.8,39  The mean levels of total cholesterol, LDL 
cholesterol, and apo B were similar between patients 
who carried a >10-kb deletion (group 1) and those 
exhibiting one of the four other LDL receptor gene 
mutations (group 2). Thus, although the >10-kb de-
letion produces a null allele, its heterozygous expres-
sion was not linked with a biochemical phenotype 
that was markedly more severe than that associated 
with the expression of one of the other four muta-
tions. However, the small sample size of group 2, in 
which patients with four different mutations were 
pooled, could have prevented the detection of a 
small effect. When we considered the ratio of total to 
HDL cholesterol, which is a strong predictor of the 
risk of myocardial infarction, group 1 subjects were 
more severely affected than those in group 2. Moor-
jani et a18  reported a statistically significant differ-
ence between the mean plasma cholesterol concen-
tration (313 mg/ dL or 8.1 mmol/L) of children 
carrying the >10-kb deletion compared with those 
carrying the W66G mutation (278 mg/ dL or 7.2 
mmol/L). 

We observed a wide variability in the biochemical 
expression of htzFH among subjects carrying the 
same mutation (>10-kb deletion). This heterogeneity 
within the same mutation carmot be explained by sex, 
pubertal status, body mass index, or Z score for the 
body mass index. In a longitudinal study of seven 
children with htzFH, Kessling et ale reported an age-
dependent increase in total cholesterol levels. We could 
not confirrn this observation in our population as there  

was no correlation between age and baseline concen-
trations of total cholesterol, LDL cholesterol, and apo B. 
However, our study was cross-sectional and not longi-
tudinal. Alcohol intake, cigarette smoking, and oral 
contraceptive use were virtually nonexistent and could 
not have contributed to the variability observed. There 
was no relationship between the presence or absence of 
a family history of premature atherosclerosis and total 
cholesterol, LDL cholesterol, or apo B. Variations in 
htzFH expression among individuals with the same 
mutation have been reported.41-4  The mechanisms un-
derlying this variability within the same mutation are 
poorly understood. 

Although the basic defect in FH is a deficit in LDL 
receptor activity, reduced concentrations of plasma 
HDL cholesterol have been recorded in many pa-
tients with htzFH.10,48,46  This characteristic adds an-
other risk factor for atherosclerosis for these pa-
tients.48A6  It is noteworthy that the reduction in 
plasma HDL cholesterol levels was most apparent in 
our hypercholesterolemic subjects with proven 
htzFH. Those with none of the mutations tested had 
HDL cholesterol similar to control levels. It is tempt-
ing to speculate that there is a specific relationship 
between the anomalies observed in HDL cholesterol 
concentrations and the molecular defect at the LDL 
receptor locus; however, the mechanism underlying 
this relationship is not known. HDL cholesterol con-
centrations were unrelated to LDL cholesterol. An 
alternative explanation is that there is a genetic link-
age between the LDL receptor locus and a gene locus 
important for HDL metabolism; then, the biological 
association observed could have arisen through 
linkage disequilibrium. 

As described by others,1'148  we found a negative 
correlation between plasma HDL cholesterol and 
triglycerides. Using a cutpoint of 140 mg/dL (1.58 
mmol/L) for triglycerides, only 6% (4/62) of our 
children with cortfirmed htzFH had type IIb hyper-
lipidemia, a figure similar to the 10% (10/105) 
reported by Kwiterovich et al.1° 

The molecular defect responsible for hypercholes-
terolemia in group 3 subjects is unknown. None of 
the five LDL receptor gene mutations causing FH in 
French-Canadians was detected. Altogether, these 
five mutations accounted for 97% (58/60) of the mu-
tant alleles found in the 30 patients diagnosed with 
homozygous FH in this population between 1969 
and 1992.8  Therefore, we speculate that a substantial 
number of group 3 patients are phenocopies rather 
than true FH heterozygotes. Our data suggest that, in 
a pediatric population, the predse cause of hyper-
cholesterolemia with a parental history of hyperlip-
idemia may be very difficult to establish by solely 
applying usual clinical and biochemical criteria. In-
deed, the clinical phenotypes of these group 3 pa-
tients, including the family history of premature ath-
erosclerosis and their biochemical phenotypes, were 
indistinguishable from those with confirmed htzFH. 

We assessed the efficacy of chronic dietary inter-
vention in 67 subjects who attended the clinic for >6 
months. The dietary response was similar among the 
three groups of hypercholesterolemic children. We 
observed a 4.4% average reduction in mean total 
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cholesterol levels. A similar trend was noted for LDL 
cholesterol, but it did not reach statistical signifi- 
cance. No significant change was seen in the total to 	de 
HDL cholesterol ratio. These reductions were less 
than those anticipated from the results reported in 
the literature. We reviewed 18 studies published be-
tween 1973 and 1993 that evaluated the efficacy of a 
low-fat low-cholesterol diet in hypercholesterolemic 
children.37,47-83  The designs of these protocols were 
very different from one another but all involved 
free-living patients. The average reduction in the 
mean total cholesterol levels varied from 6% (48) to 
20% (49), and half of them showed an average reduc-
tion of >10%.49-51'53570-62 Our results are consistent 
with those of many previous controlled studies of 
adult outpatients with hypercholesterolemia. Most 
of these investigations registered a marginal effect on 
plasma cholesterol concentration. 84,85  A possible ex-
planation for the limited effect of our dietary inter-
vention on plasma lipid levels is that all our patients 
had at least one parent with hyperlipidemia and 
were already exposed to restricted dietary habits 
thus minimizing further gains from dietary interven-
tion. Alternatively, inherited hypercholesterolemia 
may be less responsive to diet therapy. We did not 
measure compliance to the dietary prescription, and 
suboptimal compliance could have contributed to 
the poor response. 

There were considerable interindividuel variations 
in the response to diet. Again, this variability was 
evident even among subjects who carried the same 
mutation (>10-kb deletion). Such variability has been 
observed in most other pediatric studies where the 
question was addressed.37,47-49'51,57'59,62 Age, sex, body 
mass index, Z score for the body mass index, dura-
tion of the follow-up period, and family history had 
no predictive value with respect to cholesterol reduc-
tion. This is in agreement with the finding by Mietus-
Snyder et a159  and Kuehl et al.58  The percent changes 
in lipicl and apolipoprotein in our subjects were in-
versely related to their baseline levels. Glassman et 
a156  found that patients with the highest total and 
LDL cholesterol levels showed the most important 
response to dietary modification. In the study by 
Kuehl et a1,58  initial total cholesterol concentration 
had no predictive value. Responsiveness to diet ther-
apy is the result of a complex interaction between the 
basic defect leading to hypercholesterolemia, other 
genetic factors, and the environment. At present, it is 
not possible to predict the response to diet therapy in 
an individuel child. Despite its limitation, dietary 
intervention remains the initial therapeutic approach 
to the management of hypercholesterolemia in child-
hood. However, we must realize that few children 
with monogenic hypercholesterolemic disorders will 	20. 
reach and maintain desirable plasma lipids levels 
solely under diet therapy. 

Many questions remain unanswered regarding the 
pathophysiology of FH. It is hoped that the present 
availability of a definitive molecular diagnosis and 
the elucidation of gene-gene and gene environment 
interactions will improve our capability of predicting 
individuel risks of disease and offer appropriate 
treatments. 
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Chapitre VI 

Identification of two novel LDL receptor gene defects in French-Canadian 

pediatric population: mutational analysis and biochemical studies. 

Étude dont le sujet a été traité dans un article publié (Assouline et coll, 1997). L'article est 

incorporé ici sous forme d'une photocopie du tiré à part. 

En tant que coauteur dans cet article, j'ai collaboré à la révision des dossiers des patients, à 

l'échantillonnage des membres des familles étudiées, à l'extraction de l'ADN des 

leucocytes, au dépistage moléculaire des mutations et à l'analyse des résultats. 
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Identification of Two Novel LDL Receptor Gene 
Defects in French-Canadian Pediatric Population: 
Mutational Analysis and Biochemical Studies 
Linda Assouline,1  Eran Leitersdorf, i'3  Marie Lambert,2  Ayeleth Reshef,3  Juan C. Feoli-Fonseca,2  

and Emile Levy1'3*  
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Corrarrumicaced by Charles R. Scriver 

Familial hypercholesterolemia (FH) is at least twofold more prevalent in French Canadians from Québec 
than in most Western populations. Although our recent data confirmed this high frequency of het-
erozygous FH in our pediatric population with hypercholesterolemia, none of the five established mo-
lecular defects for the French-Canadian population was detected in 29% of the unrelated French-Canadian 
children characterized by a persistent increase in LDL (low density lipoprotein receptor) cholesterol 
and a positive parental history of hyperlipidemia (Assouline et al., 1995). To probe for new mutations, 
six of these molecularly undiagnosed children were investigated as index patients. By using single-
strand conformation polymorphism analysis and DNA sequencing, two novel mutations were identified 
in two of these subjects: (1) 7-base pair (bp) duplication following nucleotide 681 (according to the 
cDNA sequence) in exon 4 (681ins7), which causes a frameshift, the introduction of a stop at codon 
208, and premature chain termination, and (2) A to G change in exon 8 substituting a tyrosine for a 
cysteine at amino acid 354 (Y354C). A third subject carried the recently reported exon 10 mutation 
(Y468X), whereas the remaining three patients demonstrated various known polymorphi.sms with no 
effect on gene product. Rapid molecular assays were developed to detect the two new mutations as well as 
the Y468X mutation. Screening of our cohort showed heterozygosity in 1/88, in 2/88, and in 2/88 of 
patients for the 681ins7, the Y354C, and the Y468X mutations, respectively. Hum. Mutat. 9:555-562, 
1997. 	0 1997 Wiky-List. 

xrt WOftDS: low-density lipoprotein receptor; familial hypercholesterolemia; children; single-strand con-
formation polymorphism; mutation; atherosclerosis 

INTRODUCTION 
Familial hypercholesterolemia (FH) is an autoso-

mal dominant disorder caused by mutations in the 
LDL receptor gene (Goldstein et al., 1995, for re-
view). The prevalence of FH heterozygotes is —1 in 
500 in Western populations. However, in French 
Canadians, the frequency of FH has been found to 
be at least twofold higher due to a founder effect 
(Moorjani et al., 1989). Until recently, five molecu-
lar aberrations had been reported (Minnich et al., 1995, 
for review). They accounted for 83% of mutant alleles 
responsible for heterozygous FH in an adult French-
Canadian population. These five mutations included 
two large deletions (>15-kb and 5-kb deletions) and 
three missense mutations (W66G, E207K, and C646Y). 

0 1997 WILEY-LISS, INC. 

The recent identification of a new mutation in exon 10 
(Y468X) further raises the proportion of French-Ca-
nadian heterozygous FH subjects who can be diagnosed 
directly by mutation detection (Simard et al., 1994). 

Atherosclerosis takes root in childhood, and le-
sions significantly develop in young adulthood (NCER 
1992). Therefore, early diagnostic and preventive 
measures are highly recommended for children with 
primary hyperlipidemia (NCEP, 1992). Recently, we 
studied the molecular basis of hypercholesterolemia 
in 88 unrelated French-Canadian children with a 
persistent increase in LDL (low-density lipoprotein) 
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cholesterol and a parental history of hyperlipidemia 
(Assouline et al., 1995). Heterozygosity for the com- 
mon French-Canadian LDL receptor gene deletion 
( > 15-kb) was found in 57% of subjects, and 14% 
carried one of the other four previously character-
ized LDL receptor gene mutations (5-kb deletion, 
W66G, E207K, C646Y). Although the frequency of 
proven FH heterozygotes (71%) was remarkable in 
the pediatric population studied, none of the five 
common LDL receptor gene mutations nor the 
apolipoprotein B (apo B) ligand gene mutation 
(R3500Q) were detected in 29% (26/88 children). 
These findings prompted us to assess the contribu-
tion of new mutant LDL receptor alleles (including 
the recent Y468X) to explain the hypercholester-
olemia shown by these children. Using single-strand 
conformation polymorphism (SSCP) analysis and 
DNA sequencing, we detected two novel molecular 
aberrations: a 7-bp duplication (681ins7) in exon 4 
leading to frameshift and premature chain termina-
tion, and a missense mutation in exon 8. 

MATERIALS AND METHODS 
Subjects 

A total of 88 hypercholesterolemia French-Cana-
dian children, unrelated to each other to the third 
degree or more, with hypercholesterolemia were the 
subjects of a recent study (Assouline et al., 1995). 
They all had plasma LDL cholesterol levels persis-
tently above 3.4 mmol/L without other associated 
disorders, and a parental history of hyperlipidemia. 
A complete description of this population has been 
given elsewhere (Assouline et al., 1995). None of the 
five common French,Canadian mutations at the LDL 
receptor locus nor the R3500Q mutation at apo B 
locus were found in 26 patients. Six of them, who 
are the subject of the present study, volunteered for 
further investigations including a skin biopsy. The 
clinical and biochemical characteristics of these sub-
jects were those from their first visit at our lipid clinic; 
none was on lipid-lowering medica rions or any drugs 
that affect lipoprotein metabolism at that time. This 
study was approved by the hospital ethics commit-
tee, and informed consent was obtained from the 
parents. 

Biochernical Analysis 
Blood samples were collected in 1 mg/mi EDTA 

after a 12-hr ovemight fast. Plasma was used for lipid 
and apolipoprotein determinations, whereas blood 
cells were treated for DNA preparation. Total cho-
lesterol (TC), triglycerides (TG), high density lipo-
protein (HDL) cholesterol, apolipoprotein Al (apo 
A1), and apo B were measured as described previ- 

ously (Levy et al., 1989). LDL cholesterol levels were 
calculated using the Friedewald equation. 

Fibroblast Culture and LDL Receptor Activity 
A skin biopsy was taken from the probands. Ex-

piants were cultured in Dulbecco's modification of 
Eagle's medium (Gibco-BRL, Life Technologies N.Y.) 
containing 100 Il/ml of penicillin, 50 p.g/ml of strep-
tomycin, 2 mM glutamine, and 15% fetal calf serum. 
The assay of 1251,1abeled LDL binding, intemaliza-
tion, and proteolytic degradation by cultured skin fi-
broblasts was performed as previously well described 
(Levy et al., 1990). Specific receptor activities were 
calculated by subtracting the nonspecific receptor 
activities from the total in the respective samples. 

SSCP Analysis and DNA Sequencing 
Genomic DNA was prepared from white blood 

cells by standard methods. Oligonucleotides flank-
ing the promotor region and the coding region of each 
one of the 18 exons, including intronic splice junc-
tions (except for exons 6, 10, 11, 15 and 18) of the 
LDL receptor gene, were used for polymerase chain 
reaction (PCR) amplification of subjects genomic 
DNA as described in Reshef et al. (1996). The stan-
dard PCR reaction and cycling conditions for each 
set of primers as well as conditions for SSCP analysis 
are well discussed in Reshef et al. (1996). Follos.ving 
detection of an abnormal migration pattern, the cor-
responding region was re-amplified and detection 
assays for published polymorphisms were performed 
(Leitersdorf et al., 1989). In cases where the abnor-
mal pattern could not be explained by any currently 
known polymorphisms for the LDL receptor gene, 
the fragment was sequenced. 

An abnormal pattern not explained by any known 
polymorphism was found to be located in the 3 ',por-
tion of exon 4. For sequencing, we isolated a 
homoduplex of the mutated allele by PCR amplifica-
tion of the 3 '-half of exon 4, electrophoresis of this 
PCR product on a 8% polyacrylamide gel to separate 
the mutated and wild alleles, and excision of the band 
corresponding to the mutant allele from the gel. DNA 
sequencing of symmetric PCR templates (100 ng) was 
performed using the Taq DyeDeoxy Terminator Cycle 
Sequencing kit on an Applied Biosystems 373 auto-
mated sequencer (Mississauga, Ontario, Canada). 
Sequences were analysed with the software SeqEd V 
1.0 (Applied Biosystems). 

Exon 8 PCR product containing both normal and 
mutated alleles was sequenced directly by the chain-
termination DNA sequencing method using a com-
mercial kit (Sequenase version 2.0 DNA sequencing 
kit, U.S. Biochemical, La Jolla, CA), according to 
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instructions supplied by the manufacturer. [35S] -Ia-
belled dATP (Dupont-New England Nuclear, Bos-
ton, MA) was used for autoradiographic detection 
of the sequence. 

Direct Detection of Mutant Andes 

Heteroduplex analysis was used for direct detec-
tion of the 7-bp duplication in exon 4 (681ins7). The 
entire exon 4 was amplified and DNA fragments were 
size-fractionated on a 8% polyacrylamide gel and 
stained with ethidium bromide. Examination of the 
mutated sequence in exon 8 revealed that the mis-
sense mutation Y354C creates a restriction site for 
the enzyme BsoF1 enabling for quick screening us-
ing PCR amplification of exon 8 followed by diges-
tion of the amplification product with BsoF1 (New 
England Biolabs, 13everly, MA). Similarly, exon 10 
mutation (Y468X) was demonstrated after PGR am-
plification of this exon and digestion of the amplifi-
cation product with Bfal (New England Biolabs). 

RESULTS AND DISCUSSION 
Biochemical Characteristics of Subjects 

We studied six French-Canadian children who 
were unrelated to each other to the third degree or 
more, who persistently presented elevated LDL cho-
lesterol levels with a parental history of hyperlipi-
demia, and who volunteered for skin biopsies. From 
a previous study they were known not to carry any of 
the five common French-Canadian mutations at the 
LDL receptor locus nor the R3500Q mutation at apo 
B locus (Assouline et al., 1995). Table 1 shows their 
individual plasma lipid and apolipoprotein values at 
baseline. In order to understand the molecular basis 
of their hypercholesterolemia, we assayed the LDL 
receptor activity of their fibroblasts in culture. The 
LDL receptor activities of fibroblasts from normal 
individuals and >15kb deletion FH subjects were 
used as references for control and affected values, 
respectively. As seen in Table 2, when their cells were 
incubated with 1251-LDL for 4 hr at 37°C, only one- 

third to two-thirds of the normal amount 125I-LDL 
bound to high affinity surface receptor sites. Similarly, 
the intemalization and degradation processes were re-
duced when compared with those in normal cells. 

Neutral Polymorphisms and Y468X Mutation 
In an attempt to identi6,  a genetic defect underly-

ing the decrease in LDL receptor activity, we analysed 
by SSCP all exons and the promotor of the LDL re-
ceptor gene of our six patients. Overall, nine anoma-
lous migration patterns were detected, of which six 
corresponded to the presence of known polymor-
phisms with no effect on gene product (data not 
shown). Two anomalous electrophoretic patterns (ex-
ons 4 and 8) were noted in two different subjects 
(patients 1 and 2, respectively), which could not be 
explained by the existence of such polymorphisms. 
Furthermore, an abnorrnal band was apparent in exon 
10 of patient 3. PCR amplification of exon 10 from 
patient-3 DNA, followed by digestion of the amplifi-
cation product with Bfal (data not shown), revealed 
the presence of a recently reported mutation in the 
French-Canadian population (Simard et al., 1994). 
This mutation, a cytosine to guanine transversion 
(TAC-)TAG), converts tyrosine to stop at codon 
468 (Y468X), leading to premature chain termina-
tion. The corresponding LDL receptor binding ac-
tivity of patient-3 fibroblasts was reduced to 29% of 
controls and was comparable to the residual activity 
of fibroblasts from a heterozygous FH patient carry-
ing the >15-kb deletion (Table 2). The Y468X mu-
tation was found in another hypercholesterolemic 
child belonging to our initial cohort (2/88). 

Novel 7-bp Duplication in Exon 4 
On SSCP analysis, patient-1 DNA displayed an 

abnormal migration pattern of exon 4. Sequencing of 
the mutant homoduplex fragment revealed the pres-
ence of 7-bp duplication, 5 'ATCTGACATCTGAC3 ' , 
following nucleotide 681 according to the numbering 
of nucleotides of the cDNA sequence (Yamamoto et 

TABLE 1. Lipid, Llpoprotein, and Apoprotein Values of Study Participants 

Patients 1 2 3 4 

Sex M M F F 
Age (Yr, mo) 7,2 4,3 3,0 11,8 
TG (mmoVL) 0.91 0.81 0.80 1.69 
TC (mmol/L) 7.14 8.10 7.28 8.35 
LDL-C (mmoVL) 5.77 6.75 5.45 6.52 
HDL-C (mmoVL) 0.96 0.98 1.47 L06 

Apo A-1(911-) 1.10 1.25 1.20 1.34 
Apo B (g/L) 1.65 1.63 1.35 1.40 

s 6 Controls (n=4I) mean±SD 

F F 
10,8 8,3 2-15 (yrs) 
1.13 0.79 0.79±0.33 
5.74 7.36 3.89±0.61 
3.82 5.99 2.28±0.62 
1.41 1.01 125±0.35 
1.53 1.19 1.40±0.21 
1.31 1.67 0.80±0.17 

"TG, triglycerides: TC, total cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol: Apo 
A-I, apolipoprotein A-I: Apo B, apolipoprotein B. To convert values for cholesterol to mg/dl, muttiply by 38.67. To convert values for 
triglycerides to mg/c11, mukiply by 88.57. 
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TABLE 2. Binding and Metabolism of 1251-LDL ln Fibroblasts of Study Participants' 

Subject 	 Binding 	 InternalizatIon 	 Proteolytic degradation 

% of control values 

1 29 69 49 
58 

2 67 63 
33 

3 29 34 
73 

4 59 67 
48 

5 49 58 
28 

6 31 41 

>15 kb deletion 29 50 42 

'Skln fibroblasts were cuitured in medium supplernented with 10% fetal caif serum for 5 days and LDL receptor tuas upregulated by 
subsequent 48-hr incubation in medium with lipoprotein deficient serum (LPDS). The medium tuas replaced by a fresh one contalning 

LPDS, and 10 ktg/mi of 125I-LDL in the absence or presence of 500 itg/m1 of unlabelled lipoproteins. The binding technique, as well as the 
Internalization and proteolytic degradation, were measured by established methods (17,18). Results are totpressed as % of LDL receptor 
activity observed in heatthy control fibroblasts. Data concom(tantiy obtained from a French-Canadian heterozygote with LDL receptor 
gene >15 kb deletion are presented as a receptor defective reference value. 

al., 1984) and is designated 681ins7 (Fig. 1). This 
duplication causes a frameshift and the4ntroduction 
of a stop at codon 208. The LDL-receptor-binding 
activity of patient-1 fibroblasts was 29% the internai 
control value, comparable to the LDL receptor ac-
tivity of fibroblasts from a FH patient heterozygote 
for the >15-kb deletion (Table 2). 

The 681ins7 mutation is easily detected by the 
PCR amplification of exon 4 and heteroduplex analy-
sis of the amplification product. As seen in Figure 2, 
the proband's father (1-2) and sister (II-2) amplifi-
cation products showed the presence of this hetero-
duplex consistent with their increased plasma 
concentrations of LDL cholesterol and apo B. ln con-
trast, the mother (1-1) was normolipemic and dis-
played only a wild-type exon-4 amplification product. 
Of the 88 unrelated hypercholesterolemic children 
initially studied (176 chromosomes), no further case 
carrying the 681ins7 mutation was found. 

Small duplications in the LDL receptor gene are 
rare, with only two other cases reported so far (Hobbs 
et al., for review, 1992; Cavanaugh et al., 1994) and 
none ever in exon 4. Five nonsense mutations have 
been described in exon 4 including a E207X muta-
tion in very close proximity of the stop at codon 208 
introduced by the 681ins7 mutation; all resulted in 
ciass 1 defect where mutant allele failed to produce 
immunoprecipitabie LDL receptor protein (Gudnadson 
et al., 1994). These circumstantial evidences support 
that this novel mutation is responsible for the FH 
phenotype segregating in this family and that this 
duplication may result in a class 1 defect. Further ex-
perirnents are needed to definiteiy proof this last point. 

Novel Y354C Mutation in Exon 8 

Patient-2 DNA presented an abnormal electro-
phoretic pattern in exon 8 that failed to correspond 
to the known Stu 1 polymorphic site in this exon of  

the LDL receptor gene. Direct sequencing of the exon 
revealed that one allele carried an adenine to gua-
nine transition (TAC--)TGC), substituting a tyrosine 
for a cysteine at codon 354 (Y354C) (Fig. 3). The 
LDL receptor activity of the proband's fibroblasts was 
mildly affected (67% residual binding activity com-
pared to internai normolipidemic control) (Table 2). 

This missense mutation creates a new restriction 
site for BsoF1, enabling its quick screening. Restric-
tion anaiysis of PCR-amplification products of exon 
8 in the three-generation pedigree of the proband 
revealed the presence of the Y354C mutation in 7 
family members on the maternai side (Fig. 4). ln-
creased LDL cholesterol levels co-segregated with the 
mutant allele. Among the 88 patients of our original 
cohort, the Y354C mutation was detected in another 
patient, unrelated to the third degree or more to the 
original proband (2/176 chromosomes). This second 
patient presented markedly elevated plasma LDL 
cholesterol and apo B values (6.75 mmon and 1.63 
g/L, respectively). The mutation was not found in 
the 45 normolipidemic control DNA samples tested 
(90 chromosomes). Further evidence for the patho-
genic nature of this mutation is that it occurs in a 
highly conserved region of the LDL receptor. 

Exons 7-14 of the LDL receptor gene encode a 
400 amino acid sequence that is 33% identical to a 
portion of the human epidermal growth factor (EGF) 
precursor. (Goldstein et al., 1995, for review). This 
region includes three growth factor repeats (A, B, 
and C), which are 40-amino acid cysteine-rich se-
quences. The EGF precursor homology domain is 
required for the acid-dependent dissociation of lipo- 
proteins from the receptor in the endosome during 
receptor recycling (Davis et al., 1987). Observations 
based on various mutations in the EGF precursor 
domain also indicate that this region piays a rote in 
favoring the configuration of the receptor protein for 
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CONTROL 

PATIENT 1 

Lys Ser Asp Glu Glu Asn 

B) WILD 	5'...AAATCTGACGAGGAAAAC...31  
SEQUENCE 

FIGURE 1. Identification of the LDL receptor mutation. The 
DNA sequence analysis reveals the duplication of 7 bp 
(ATCTGAC) at codon 206, causing a frameshift and conse- 

quently a stop signal at codon 208. This figure is the output 
of the direct ABI automatic sequencing of the exon 4 PCR 
product. Box indicates the duplicated sequence. 

LDL C (minai) 
Apo B (g/1) 
Age (years,months) 

LDL C 
Apo B 
Age 

HETERO-
DUPLEX 

NORMAL 
ALLELE 

FIGURE 2. Pedigree, age, LDL cholesterol and apoB values of 
patient-1 family members. The detection was carried out by 
heteroduplex formation in heterozygote individuals following 
PCR amplification of exon 4 and 8% PAGE. The index case 
(proband), carrying the 7-bp duplication, is indicated by an 

arrow. Half-filled squares and circles represent males and fe-
males, respec-tively, that are heterozygous for the duplication. 
Note: The mutant allele, which is 7bp longer than the normal 
one, cannot be separated on a mini 8% PAGE. A longer migra-
tion (20 cm-12% PAGE) is required for its detec-tion. 
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FIGURE 3. DNA sequence analysis corresponding to exon 8 of 
mutant LDL receptor gene showing the presence of mutant 
and wild-type allele in patient-2 and only wild-type allele in 
control. 

binding to its ligand (Davis et al., 1987; Ketley et al., 
1987). The Y354C mutation herein described results 
in change of a highly conserved tyrosine to a cys-
teine at imino acid 354, which is comprised in re-
peat B. The LDL receptor gene is characterized by 
shared sequences with several other genes. The 
growth factor repeats of the EGF homolog,y region 
are found in the other members of the LDL receptor 
gene family, plasma proteases of the blood clotting 
system, cell-surface receptors, adhesive glycoproteins, 
and developmental proteins. A "BLAST" database 
protein alignment search showed that the specific 
tyrosine in repeat B of the EGF homology region is 
conserved between human LDL and VLDL recep-
tors and through LDL receptors of different species, 
including Xenopus laevis, Mus musculus, rabbit, 
chicken, bovine, and chinese hamster. Alignment of 
amino acids sequences from EGF-like repeats dem-
onstrated also conservation of the tyrosine in many 

LDL C (mmoi/i) 
Apo B (g/1) 
Age (years.months) 

LDL C 
Apo B 
Age 

LDL C 
Apo B 
Age 

4-100 bp 
4--- 96 bp 

80 bp 

FIGURE .1. Pedigree, age, LDL cholesterol, apoB values, and 
mutation analysis of the LDL receptor gene in family mem-
bers of patient -2. PCR amplification of exon 8 was fol-
lowed by digestion with restriction enzyme BsoFf and 8% 
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Y345C mu-
tation creates a new restriction site for BsoFI: therefore, 
the mutant allele displays 100bp and 80 bp fragments, 

whereas the wild-type allele displays 100bp and 96bp frag-
ments. The proband is indicated by an arrow. Half-filled 
squares and circles represent males and females, respec- 

heterozygous for the Y354C mutation. Asterisk (*) 
indicates individuals taking lipid lowering medications at 
the time of sampling for blood lipid analysis. 
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proteins, including bovine thrombomodulin, human 
Factors IX and X, human proteins C and S, mouse 
EGF precursor, transcripts of the Notch locus and 
the D1 locus in Drosophila melanogaster, and the 
Lin-12 locus in Caenorhabditis elegans (Doolittle et 
al., 1984; Greenwald, 1985; Sudhof et al., 1985a,b; 
Wharton et al., 1985; Dahlback et al., 1986; Jackman 
et al., 1986; Davis et al., 1987; Kelley et al., 1987; 
Mehta et al., 1991). Such a broad conservation of 
this single amino acid among related proteins of dif-
ferent species and between proteins of different func-
tions sharing a common structural motif suggests an 
important rote for this amino acid in structure and/ 
or function. The highly cysteine-rich region of this 
EGF-like repeat is believed to form intrinsic folding 
as a result of disulfide bond formation (Sudhof et al., 
1985b; Hobbs et al., 1992). The change of an aro-
matic amino acid, tyrosine, to one with sulfhydryl 
group, cysteine, may create an incorrect disulfide 
bonding important in conformation and consequently 
in positioning the ligand binding site at the surface 
of the cell membrane, or in assuring the stability of 
the receptor protein. 

Molecular Characterization of the Remaining 
Three Patients 

Although patients 4, 5, and 6 presented clinicat 
and biochemical characteristics indistinguishable 
from those of patients 1, 2, and 3 (Tables 1 and 2), 
SSCP analysis of their genomic DNA did not dis-
play any abnormality other than those correspond-
ing to known polymorphisms with no obvious effect 
on lipid levels. 

The molecular defect responsible for hypercho-
lesterolemia is unknown in the remaining 25% (21/ 
88) patients. The sensitivity of PCR-SSCP to detect 
mutations in the LDL receptor gene has been esti-
mated to be near 80-90% (Hayashi et al., 1993). New 
approaches are evidently necessary to identify fur-
ther LDL receptor gene defects in the patients with 
diminished LDL receptor activity. Other mutations 
at gene loci encoding transcription factors regulat-
ing the expression of the LDL receptor gene may be 
involved (Wang et al., 1994). Altematively, these 
patients may represent true phenocopies with no ge-
netic defect of the LDL receptor pathway. 
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Discussion générale et conclusion 

L'étude des maladies héréditaires, telles que les dyslipidémies, est particulièrement 

intéressante au Québec. D'une part, le système de santé et l'universalité des services 

médicaux permettent de rejoindre tous les malades, de faire une évaluation médicale de 

pointe et de donner un traitement adéquat. D'autre part, les dyslipidémies héréditaires sont 

plus fréquentes dans cette province et leur étude est facilitée par le fait que peu de 

mutations sont responsables de la très grande majorité des défauts moléculaires retrouvés 

chez les canadiens français. L'analyse des facteurs cliniques, biochimiques et moléculaires 

de ces maladies offre donc la possibilité d'élucider les interactions gène-gène et gène-

environnement qui modulent leur présentation phénotypique. 

En ce qui concerne notre étude sur le déficit en LPL, le choix d'étudier seulement 

les patients diagnostiqués avant l'âge d'un an est unique. C'est dans cette tranche d'âge 

que la majorité des nos patients sont diagnostiqués, et la littérature ne compte aucune étude 

qui regroupe autant de patients diagnostiqués en si bas âge. Notre expérience va sûrement 

aider le médecin qui fera face éventuellement à un patient déficient en LPL. La prise en 

charge précoce d'une maladie métabolique permettra un meilleur contrôle de ses 

complications, et par conséquent une meilleure évolution du patient. 

Nous avons démontré une grande variabilité dans la présentation clinique du déficit 

en LPL. Si l'observation d'un sérum lactescent conduit fréquemment au diagnostic chez 

un patient asymptomatique, d'autres patients par contre, peuvent subir des complications 

graves comme la pancréatite aiguë. Dans notre cohorte, l'irritabilité était le mode de 

présentation le plus fréquent chez le nourrisson (7/16), deux patients se sont présenté avec 

méléna et 5 autres avec pâleur, anémie ou splénomégalie. Chez 9 de nos patients, une 

anémie normocytaire a été observée à la présentation initiale de la maladie et n'a plus été 
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retrouvée lors du suivi à long terme. Nous pensons que cette anémie pourrait être causée 

par deux conséquences de concentrations plasmatiques très élevées de grosses particules 

que sont les chylomicrons: d'une part la survenue de saignements intestinaux par 

processus ischémique et d'autre part, une survie érythrocytaire réduite par modification de 

la composition lipidique de la membrane. 

Le nombre restreint de mutations responsables du déficit en LPL au Québec, nous 

a permis de faire un diagnostic moléculaire précis chez tous ceux pour lesquels nous 

avions accès à de l'ADN. Nous n'avons pas trouvé de différence de présentation 

phénotypique par rapport au génotype chez nos patients homozygotes pour les mutations 

P207L et G188E. Ceci peut s'expliquer par le fait que les deux mutations retrouvées 

affectent de façon importante le site actif de la protéine. 

L'une des conclusions les plus intéressantes de cette étude est de constater que 

l'intervention diététique, non seulement prévient les complications, mais permet aussi une 

croissance normale. Toutefois, le suivi diététique doit être assuré par un professionnel 

dans le domaine; non seulement pour surveiller et faire des recommandations concernant la 

diète, mais aussi, pour rencontrer les besoins nutritifs de l'enfant. L'analyse du journal 

alimentaire du patient est à cette fin essentielle. 

Nous avons retrouvé une incidence de 11.5% d'hypertriglycéridémie chez les 

enfants dyslipidémiques d'origine canadienne française vus à la clinique des lipides de 

l'Hôpital Sainte-Justine. Cette hypertriglycéridémie est très souvent associée à une 

hypercholestérolémie. La recherche étiologique de la dyslipidémie chez nos patients nous a 

permis de mettre en évidence une composante génétique et une composante 

environnementale. La contribution génétique, la plus importante, est donnée par le sous-

groupe de patients avec une HF hétérozygote prouvée. En effet, un tiers de notre cohorte 
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porte ce trait. Il y a aussi la contribution d'un état hétérozygote pour la mutation N291S du 

gène de la LPL chez deux de nos patients, ainsi qu'une fréquence accrue du génotype apo 

E 3/4 par rapport aux témoins. Nous nous attendions à retrouver une plus grande influence 

mutationnelle du gène de la LPL, telle que décrite dans les études faites chez les 

hétérozygotes obligatoires adultes provenant de familles où l'on avait diagnostiqué un ou 

plusieurs sujets homozygotes pour le déficit en LPL. Mais il semble ne pas en être ainsi 

chez l'enfant canadien français, même si le taux de porteurs hétérozygotes est très élevé au 

Québec. 

L'obésité contribue de façon importante au développement d'une 

hypertriglycéridémie chez l'enfant. En effet, nous avons trouvé des valeurs de TG 

significativement plus élevées chez les obèses, par rapport aux autres patients. Les autres 

causes environnementales associées à une hypertriglycéridémie sont plutôt rares chez 

l'enfant, ce qui s'explique en partie par le maintien à long terme des bonnes habitudes de 

vie. 

Cette étude nous a permis de mettre en relief les principaux facteurs de risque 

associés à l'hypertriglycéridémie chez l'enfant. Notamment, nous avons trouvé des 

fréquences élevées d'histoire parentale d'hyperlipidémie et d'athérosclérose précoce, des 

valeurs abaissées de HDL-chol, des valeurs élevées de LDL-chol, ainsi qu'une obésité 

fréquemment présente. 

Pour ce qui est des études sur l'hypercholestérolémie familiale, nous avons trouvé 

que la grande majorité des enfants canadiens français présentant une hypercholestérolémie 

persistante avec histoire parentale d'hyperlipidémie, sont des HF hétérozygotes prouvés. 

En effet, 75% des cas ont montré une des 8 mutations du gène du récepteur des LDL 

recherchées. Donc, chez l'enfant québécois, avoir une histoire parentale d'hyperlipidémie 
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associée à des valeurs élevées de LDL-chol plasmatique, oriente vers une étiologie 

monogénique plus que polygénique. Cependant, la variabilité biochimique retrouvée parmi 

les enfants porteurs de la délétion > 15 kb, nous permet de soupçonner la contribution 

d'autres facteurs génétiques du métabolisme des lipides, surtout ceux qui peuvent être 

responsables d'un abaissement des valeurs de HDL-chol ou d'une augmentation des 

valeurs de LDL-chol. La variabilité biochimique, associée à l'absence de signes cliniques 

chez l'enfant hypercholestérolémique, nous permet de conclure que seule l'analyse 

moléculaire fournit un diagnostic précis de la maladie. 

Nous avons trouvé, du côté thérapeutique, que l'intervention diététique ne suffit 

pas à diminuer les valeurs de LDL-chol aux niveaux désirés chez l'enfant HF. Nous 

concluons à ce sujet, que la réponse à la diète est le résultat de l'interaction du défaut de 

base, d'autres facteurs génétiques et de l'environnement. La clarification de ces 

interactions nous permettra de mieux établir les facteurs de risque associés à la maladie 

cardio-vasculaire, et par conséquent, d'offrir un meilleur traitement. 

Le défaut moléculaire responsable de l'hypercholestérolémie chez 25% de nos 

patients n'a pas pu être expliqué par une mutation du gène du récepteur des LDL, même si 

nous avons utilisé des techniques de détection mutationnelle de grande sensibilité. 

Certainement, d'autres gènes tels que ceux qui codent pour des facteurs de régulation de la 

transcription du gène du récepteur des LDL, sont impliqués. 

En étudiant les hyperlipidémies chez l'enfant au Québec, nous avons pu établir les 

facteurs étiologiques responsables, ainsi que déceler les facteurs de risque de la maladie 

cardio-vasculaire associés à ces hyperlipidémies. Connaître ces facteurs et leurs effets dans 

la régulation du métabolisme des lipides permettra de mieux traiter les enfants 

dyslipidémiques et de prévenir l'athérosclérose précoce. 
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